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Verfohren zum Nachwcis und zur Entfeimung von Endotoxin 

Die vorliegende Erfindung betfilTt Verfahrcn zum Nachweis und zur Entfemuixg von 
Endotoxinen aus eincr Probe. 

Endotoxin (ET) bezeichnet cine Familie von Lipopolysacchariden, die zusammen mil Proteinen 
und Phospholipiden die aufiere Zellwand Grani-ncgativer Bakterlen bilden, Endotoxme kommcn 
au$;scliliefllich in dieiser Bafctcriengruppe vor und spielen einc wichtige RoUc in der Organisation,, 

• Stabiiitat und Barrierefunktion det auBeren Membran. Zahlreiclie Bakteriophagen nutzen 
Endotoxin bzw. aUgemein Lipopolysaccharid zur $pezi£ischen Erkennung ihrer Wirtsbaktcrien. 

■ 

Alio Endotoxinvarianten bestehen aus einem Heteropolysaccharid, das kovaleait aa Lipid A 
gebmiden ist Lipid A verankcrt Endotoxin in der aufieren Bakterienmembran, Das 
Heteropolysaccharid, das aus eineni Herzoligosaccharid und deni O-Antigen beslcht, zeigt in die 
umgebende L&ssung und befitimmt die serologi&che Identit£lt dcs Bakteriums. Das O-Antiigen 
besteht aus repetitiven Oligosaccharideinheiten, deren Zusanunensetzung stanunspezifisoh ist. 
Charakteristische Bausteine des Herzoligosaccharids sind 2-Keto-3-desoxyoctonsaure (KDO) 
und L-Glycero-D-naanno-heptose (Hep). 

Der konservativsle Tell von Endotoxin verscliicdener Gattungen ist das Lipid A. Ahnlich 
kon$erviert wie Lipid A ist die innere Herzregioii» die auJJere Hcrzregion weist bercits eine 
hohere Variation auf* Die innere Heticregion, KDO and Lipid A selbst tragen mchrere 
Phosphatgruppen als Substituenten und smd so fur die negative Ladung von Endotoxin 
verantwortUch. DarQber hinaus kdnncn die Pliosphatgruppen am Lipid A und der Hcrzregion 
variabel mit Arabinose^, Ethanolamin und Phospliat substituieit sein. Einzelne Saccharidbausieine 
des O-Antigens sind acetyliert, sialysierl oder glycosyliert. Das O-Antigen variiert auflcrdtsm 
bezOglich der Anzahl repetitiver Einheitenj, weshalb die Endotoxin-Population jedes Bakteriums 
eine gewisse Tleterogenitat aufweist 

hindotoxine sind BiomolektUej die otuie entsprechende VorsichtsmaBnaluncn in praktisch alien 
wassrigen Ldsungcn vorzufinden sind. Endotoxine kiinnen bei Mensch und Iter zu Sepsis, einer 
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starkejot Fehlreaktion dcs Immunsystems fiihreu. Dalier ^ind z.B. bei d&r Herstellung von 
Pharmaproteinen Venmreinigungcn mit Endotoxin exakt naclizuweistsn uiid in dcr Folge 
kompiett zu entfemen. Endotoxin slellt ein Problem bel gentcohniscii JiergOiitellLCT 
Arzneimitteln, Gentherapeutika oder Substanzen dar, die in Mcnsch oder Iicr (i:.B. 
Tiennedi^inische Behandlung oder bei Tierversuciicn) injiziert Werden. Dooh niolit nnr bei 
medizinischen, sondem auch bei Forscbungsanwendimgen, wie bei Transfektionsexperimenten 
von Sangerzellen kann cine Hemmung bzw. ein Senkcn der Transfektionseffizienz dutch 
Endotoxin beobachtet werden. 

* T 

« 

Um Proteine im Rahmen von klinischcn Studien eiwsetzen zu k5nnen, veriangen die europaischc 
mid die amerikanische Fbamiacopeia, dass die Proteine bestimmte Grenzwerte an 
Endotoxinbelastung untersclireiten {z.B. Immunsemm Globulin < 0,91 EU/mi , dies cntspricht < 

• 5 EU/kg Kiirpcrgewicht & Stunde (Dosis = EU/kg * h); EU ^ Endotoxin Unit; FDA (Food and 
Drug Adnainistration): Guideline on Validation of LAL as End Product). Fallis ein Medikajinent 
bzw. darin enthdltene Proteine eine zu hohc Endotoxinbelastung aufweisen, katm dies bis zum 
Tod des Probanden fuhren* Die fehlgeleitcte Immunabwehr schadigt durch cine libeireaktion 
den Patieuten. Dies kann zu Gcwebeentziindungen, Blutdruokabfall, Herzrasen, Thrombose, 
Schock etc. fiihren. Beteits eine IMnger anhaltende Bndotoxin-Expo^ition in Picogramm-Mcngen 
kann zu chronischen Nebenwirkungen wie z-B. Immunschwachen, septischen Symptomcn etc. 
fuhren- Im Rahmen der Substanzherstellung wird daher, insbesondere bei Prozessen unter „Good 
Manutacturing Practice" (GMP) Bedingungen, vetsucht. Endotoxin soweit wie mftgHch 
abzuteichem. Allerdings ist die Endotoxin-Enttemung bei Proteinen, Polysacchariden und DNA 
problematisch. Gerade bei Proteinen gibt es grofie Problerae durch deren intrinsische 
Eigenschaflen wie Ladungszustand oder Hydrophobizitat, die eine Endotoxinenttemung nahezu 

Derzeit sind vier Verfehren zum Endotoxin-Nachwcis in biologischen LOsungen beschriebens 
wobei nm die beiden ersten Verfahren von der FDA zugelassen sind. 1. „Rabbit Pyrogen 
Testing": Ein Verfahren, bei dem einem lebenden Kaninchen eine Endotoxin-Ldsung injiziert 
und damit eine Imtnunreaktion ausgelOKt wird, Diese Endoloxin-verursachte Immunantwort wird 
uber die Entwicklung von Fieber nachgewiesen, 2. Deutlich besser standardisierbar isX der 
,iimulu$ Amoebocyte Ly$ate (LAL)" - Test, der derzeit am haufigsten verwendete Test 
(BioWhittaker, Inc., Charles River, Inc., Associates of Cape Cod, Inc., alle USA). Bei diesem 
Verfahren wird die Verklumpung dei^ Blutes des Pfcilschwanzkrebses (Limulus polyphemus) 
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nach Endotoxin-Kontakt gemessen. 3. Der Tn Vitro Pyrogen Test basiert auf dem Nachweis von 
Interlcukin-ip in measchlichem Blut, das an der Fieberinduklian beteiiigt ist. Dcr Tesit best<?ht 
aus einem Inkub^tionsschritt von menschlichem Blut mit der zu unt^^r^^uohenden LOsung und der 
anschlieflenden Detoktion dcs Interleuldns iiber Antikorpcr. 4. Eine weitere M5glichkeit i^rt der 
Einsatz eines spezielleT? Zeiikultursystems (Sterogene Inc., USA)^ mit dem die Aktivicrung von 
Mouozyten uber die Entstehung bestimmter Zytokine verfolgt wird, 

ft 

Die beiden erstgenannten VerJMmsn sind jedoch sehr teuer und diirch den groBen Bedarf an 
Versuchsticaren bxw, an Blut des setir scltenen Pfeilschwanzkrcbses nichl y;lllet^t axis Ticr- 
sehutzgrtindjen bedenklich. Der LAL-Test kann zwar auch miniaturisiert und automatisicrt 
werden, hat aber aufgrund geringer Slabilitiit der Konaponenten massive Nachteiic in der An wen- 
dung. Eine einmaJ geoffixete LAL-L5sung mufi direkt weitcrverarbeitet und aufgebrauchl 

• werden, da die Komponenten innerhalb weniger Stunden aggregicren. Der In Vitro Pyrogen Test 
benotigt mdgliclist fiisches inetischliches Blut und ist relativ zeitaufwandig, da die Prodiiktion 
des Intcrlcukins ctwa 1 0 bis 24 Stunden ben^^tigt. Ncben Bndotoxinen kexonen mit dem Pyrogen 
Test auch andere Pyrogene erkannt werden. Dicscr Test wird jedoch in erster Linie als Ersatz flir 
den „Rabbit Pyrogen Test"" verwendet. FOr alle Testverfaliren ist gcschnltcs Ptsrsonal nqtig und 
die Vertahren $ind sehr storanjSlllig, weil z.B. das Immunsystem von Kaninchen auf die gleielie 
Kndotoxindosis dnrchans untersohiedlich reagieren kann. Das Zellkultur-Vexfehren der Flrma 
Sterogene ist, wie alie Zellkulturverfahren, ebenfalls schr aufWandig und weist Problemc bei der 
Standardisierimg auf. 

Insgesamt kann festgestellt werden^ dass es kein eintach handhabbares und kostengttnstiges 
Verfahren z\mi Endotoxinnachweis gibt und die derzeit eingesetzten Mettioden eine Rcihe von^ 
Nachteilen aufweisen. Bs besteht daher der Bedatf fttr ein Verfehnen, das diesc Nachteile 
umgeht 

ZuT Bndotoxinentfcmung aus biologischcn LGsungen allgemein gibt es eine Reihe von 
Vcrfahren, Insbesondere bei Proteinen gibt es allerdings bislang keine allgemein anwendbaren 
Standardverfahren. pie jeweils verwendeten Verfahren sind angepasst an die sjpezifischen 
Eigenschallen des jeweiligen Proteins und auf den entsprechenden Produktionsprozess des 
Proteins. Es gibt verschiedene Mdgiichkeiten zur Endotoxinentfemung^ wpbei jedes dieser 
Verfahren spezifische Vor- und Nachteile aufweisL 
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Die Uitrafiliration (Petsoh, D. & Anspach, 2000, J, BiotechnoL 76, 97-119 und Referenzen 
darin) wird fiir Endotoxin-Abrcichenuigen aus Wasser \md L6sungctt mil niederniolekularen 
Bestandtexlen wie Salze, Zucker und Antibiotika verwendet, ist jedoch nicht fiir hoohmolekularc 
Proteiue oder DN A geeignet. 

Die 2-Pbasen-Extraktioii (z.B. WO 016671 8, Merck) soil wasscrl^sliche Proteine und DMA von 
Endotoxin trenncn, beditigt jedocli Detergenzreste im geroimgten Produkt. Das Verfahrcn ist 
auQerdem duroh mehimaliges Wiederholcn dcr Reinigungsprozedur zeitaufwandig. 

Bben&lls wird Itir die BndotoKinabreiclienmg aus DNA und basischen Proteinen ein 
Anionenaustauscher (DEAE)-Verfahren verwendet (z,B. US 5990301, Qiagen; WO 9414837, 
Enzon), das jcdoch eine niedrige tonenstarke (<50 inM NaCl) voraussetsri und zu einer Protein 
Co- Adsorption bei saxiren. Proteinen fufart. 

Eim weiteres VerfaJiren zur Hndotoxinabrcicherung aus DNA und Proteinen (2.B, BSA, 
Myoglobin, gamnm-Globuiin, Cytochrom C) ist die Affini tats- Adsorption (^, B, Polymyxin B, 
Histamine, Histidin, Polylysin) 2.B. GB 2192633 (Hammersmith Hospital), die jedoch im Fall 
von Polymyxin B toxisch ist und bei niedrigen lonenstarken zur Co-Adsorption von Proteinen 
fubrenkann. 

1 

Weiterhin wird die JLoiinun-Affinitats-Cluromatograptiie eingesctzt., wobei die Spezifitat liir 
bestinimte Endotoxine nur liber. teure Antikorper. (US 5179018, Ccntocor; WO 0008463^ 
Bioserv) gcgen Herz-Oligosaccharid erreicht werden kann. 




Femer wird das SSdelta-Peptid (WO 0127289) des Faktois C (eines Bestandteils des I^AL-Tests) 
(WO 9915676 beide: National University of Singapur) bei Proteinen (z.B. BSA, Chymo- 
trypsinogen) verwendet, wobei jedoch dieses Verfahren eine geringe Effizienz bei hohen 
Ibnenstarken besitzt und die hohen Herstellkosten (Produktion in Insekteji-ZellkuUur) 
hinzukommen. 



In der Anwcndung in der pharmazeutischen Industrie befinden sich fiir Protetnloisungen, 
angepasst an die Eigenschafteti der Zielproteine^ im wesentiichen drei Verfiahrcn: 
« Anioncnaustauschcrchromatographie 

• Reverscd-Phase Chromatographie; Diese hat den Nachteil, dasss sie nicht ftlr allc Protcine 
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gleichcrmaiJcu geeignet und insbesondere bei hydrophoben Proteiiicn prt)bleijiatisch ist. 
Daruberhinaus isl dieses Vei-fahren schr zcitititcaisiv* 
• RemTox (Fa. Millipore): Dieses Vcrfaliren hat den Nachteil, dass iieben einer selii' iangen 
Inkubatiomdauer der unspezifische Binduagsanteil hoch ij5t, und die 
Protcinwiederfindung oftmals nicht ausfeichend ist. 

Eine grobe Endotoxin-Abreicherung von Proteiiien auf eincn Wert bis zu 1 0 RU/ral ist mit den 
bestehenden Verfahren in vielen Fallen mogUch. Die verbleibestide Konzentration an Endotoxin 
wirkt jedoch immer nopii toxisch. Eine weitero Abreicherung bzw. EntfernTing (=Feinreinigung) 
ist dalior erwtinscht bssw. abhiingig von der Dosis des Proteins in der medizinischen Anwcndung^ 
von der EuropSischen Piiannacopeia (z.B. 5 EU/kg KOrpergewidit imd Stunde in intravenO^en 
Anwendungen) und der FDA verbindlich vorgeschrieben* Allerdings ist diese Feinreinigung mit 
vorhandenen Methoden oft nichl zulnedenstellend gewatirleistet Die marktgangigen Verfaliren 
weisen hier crheblichc: Nachteile auf und sind bei bestiimiiten Protcinen oR nicht, oder nur xmter 
erheblichcn Verluaten des Zielproteinsj anwendbar, 

Daher liegt der Erfindung die Aufgabe zu Grunde, ein Veri*ahren bereitzustellen, mit dem 
Rndotoxine aas Losungen entfernt werden k&men. Der Erfindung Hegt ferner die Aufgabe 'Zu 
Qnmde, ein Verfahren bereitzustellen.das Endotoxine in Losungen und Proben nacliweisett kann 
■ 

Die Aufgaben werden dutch den in den Patentonspriichen definierten Gegenstand geiost. 
Die nachfolgenden Figuren erlautern die Erfindung. 

Fig, 1 i!;eigi eine sdiematisclie Obersichl der diemisehen Struktux von Endotoxin aus E, coli 
Oil 1:04. Hep = L-Glycero-D-manno-hsptose; <3al = Galactose; Glc = Glucose; KDO = 2-Keto- 
3-dcsoxyoctons3.urc; NGa ~. N-Acctyl-galactosamin; NGc ^ N-Acctylglucosatnin. 

Figur 2 zeigt die Ergebnisse von Versuchen mit Chromatographiesaulen^ die iiber 
Sulfhydrylreste immobilisiertes NStrepS3Cpl2 tragen. (A) Endotoxinentfemung, aus 
Proteinlosungen: Rinderserunialbumin (BSA), Carbonanhydrase (CA) and Lysozym (Lys) 
wurden 1 h auf der Saule inkubiert und anschliefiend mit Pufl'er ekiiert. Die 
Endotoxinkonzentration vor und naoh der SSule wurden mit dem LAL-Te$t gemessen und daraus 
die prozentuale Abnahme berechnet. (B) Proteinwiederfindung; Die Proteinkon^^entmtionen der 
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Ausgangsiosungen und der Fraktionen mch dcr Saule wurden durch Absotptionsmessur^ bei 
280 nm bestimml und daraus die prozentuale Proteiuwiederfindurig f^irniUelt 

m 

Figur 3 zeigt die Endoloxinentfemimg aus einer LysozjTniosung ilhet Chromatographicsaulcn 
mit „imgerichtet" (1 ) und „gerichtet" (2) iimnobiKi>iertem pl2. In beiden Fallen wurde an NHS- 
aktivierte Saulen pi 2 S3C gebimden. Die „iingerichtete" Immobilisierung erfolgte iiber primarc 
Ammorest© von pl2S3C, die durch Reaktion mit den NHS-Gmppen kovaicnte Verbindungen 
mit der Trfigersubstanz eingeben. Eine „gerichtctc" Verknupfung von p^l2S3C iiber ein N- 
tetminales Cystein wird dutch Diaminoethan und SI A (N-succinimidyl-iodoacelat) erreicht. (A) - 
prozentuale Bndotoxinentfemung. (B) Ptoteinwiedernnung. 

Figur 4 xeigt die Ergebnisse von Versuchen mil biotinyliertem pi 2, dasi tiber Streptavidin an 

• magnctiache Beads gebunden wurdc. (A) Die Endotoxinabreicherung au$ Puffer (20 mM Hcspes, 
150 mM NaCl, ptl 7,5) nnd Proteinl5sungen wurde mittels LAL-Tcst besLimmt. (B) l^tlr die 
Proteinidsutigen wurde die Proteinwiederfindung durch Absorptionsmessxmgen ermittelL Die 
Abtrennung der Beads von der Losung erfolgte mit Hilfe eines Magnetseparators, BSA: Kinder- 
Serumalbumin, CA: Carbonanhydrase. Lys: Lysozym, 

Figur 5 zeigt die Ergebnisse der Endbtoxinentfemung mit pi 2, das flber Biotin-Streptavidin 
Wechselwirkungen auf Agarose-Beadis immobilisiert wurde. Die Abtremiung des " 
. tmmobilisierten pi 2 erfolgte durch Zentrifugation. Die Endotoxinentfcrnung aus Pufffer (20 mM 
Tris, 150 mM NaCi, pH 8.0) und BSA-LGsmigen wurde anhand der Endotoxinkonzentrationen 
von Ausgangslosung und Uberstand bestimmL 

• Figur 6 zeigt Ergebnisse von Oberflilchen-Flasmon-Resonanz Mes^ongen. (A) Resonanzkurven, 
die als Antwort auf Injeklion von vcrschicdencn (jc in jig/ml: 100; 25; 6^.25; 4; 1,56; 0,4) pl2- 
Konzentrationen ( ) gemessen wurden. Die Bindung erfoigt an Endotoxin von E, coli D2in, 

das auf einem hydrophoben MPA-Chip immobUisiert wurde. Die Injcktion von pl2 und EDTA 
(5 mM) wird durch Baiken ttber den Kurven markiert. Puffer: 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 
8.0. (B) Gieichgewichtstesonattzwerte ftir die Bindung von pl2 an immobiiisiertes Endotoxiu 
wurden etwa 600 s nach Beginn der pl2 Injektion gemessen imd gegen die dazugeh5rigen pi 2- 
Konzentration aufgetragen. Die durchgezogene Linie z&igL einen Fit der Langmuirschcn 
Adsotptionsisothcrmc (RU = RUmax*[pl2]/([pl2]+Kd)) an die Daten, (Q.Bindung von E, coH an 
btoiitiyliertes pl2j das auf Streptavidin-Chips immobilislcrt wurde. E. coli D21c8 ( _), dcsscn 
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innerere Herz-Region vollstandig ist, an pl2. Dagcgcn bindet E. coli D21f2 (— ), dec eiiic stark 
verkurzte Herz-Region besitzt, nicht an pi 2. Die Messungen wurdcn in PBS durchgefiihrl. 

Figur 7 zeigt soheniatiscli die Stmktur der Tindotoxin-Herzregion verschiedener H-coli-Mutanten . 

Figur 8 zeigt scheanatisch das Ergebnis einer Endotoxin-Abreichcrung mittels 
ChroraatogcapJiicsaulen-Durcliflussvtafaliren. E bedeutet AqvriHbrierungspiiffer (20 mM Ilepes, 
150 mM NaCl, 0.1 mM CaClz. pH 7.5), A bedeutet Waschpuffer , A (20 mM Hepes, 150 mM 
NaCi. O.I mM CaCh, pH 7.5), B bedeutet ElutionspuflTer B (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 
mM EDTA, pH 7.5), C bedeutet Regenerationspufifer C (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM 
EDTA, 0.005 % NaDOC, pH 7.5), S bedeutet Konzentrstioa von Protein und Endotoxin in der 
AusgangsIOsung. BSA bedeutet Riaderserumalbumin. EU bedeutet Endotuxin Units (Endotoxin 

• Einheiten). Nach InjekUon (I) von 4 ml der Ausgang.«si6sung (S) wurde mit 15 ml WaschpuHer 
nachgespillt und der Durchlg.uf firafctionirat (je 2.5 ml wahrend dcs Auftrags, je 2 ml wShrend des 
Waschens). Anschliessend wurde die SSule mit den Puffetn B und C regcneriert und der Auslauf 
ebenMls in Fraktionen (je 2 ml) gesammelt. Wie in der Figur ersicMicli, war das BSA in den 
eiaten 3-5 Fraktionen nach der Injektion zu finden. Der Gehalt an Endotoxin in diescn 
Fraktionen war urn den Faktor 100 niedriger als in der Ausgan^lfisung. Dan. an die Saule 
gebundene Endotoxin wurde dwn mit den Puffem B und C von der Saule gewaschen. 

« 

Figur 9 zeigt schematisch die F-rgabnisse der Endotoxin Entternung aus gexing verunreinigtcr 
Pufferlosung (5 EU/ml) im Diirchflussverfahren, pl2 wurde ungcrichtet auf NHS-aktivieiter 
Sephai-ose 4 FastFlow (Ainer.sharn Biosciences, Uppsala, Schweden) immobilisiert (8 mg pi 2/ 1 
ml Sepharosc) und 3 Saulen mit je 2 ml Sauleiivoliimen gego«sen. Das Experiment wurde 
parallel auf 3 Saulen duicfagefiihrt. Vor dem Auflrag der Probe wurde jeweils 1 ml 
AquilibrierungspuSfer (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 0-1 mM CaCk, pH 7.5) gcsanimcit, 
danach die Probe (S: Endotoxin aus E. coli 055:B5 in Aquilibrierungspuffer, 4.6 EU/ml) 
Injiziert (i) und Fraktionen von 5 ml und 2 ml gesammelt. Die Regeneration der SMule erfolgtc 
durcli Zugabe von 4 ml Regeneralionspuffer (R: 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 
0»005 % NaDOC, pH 7.5). Die Endotoxin Konzentration wurde mittels LAL-Test bestimmt 
(kinetisch chiomogener LAL-Test, Charles River Inc.). Die Endotoxin Venmreinigungen 
konnten in ailen drei Experimentcn vollstandig cntfemt werden, d.li. die Endotoxin 
Konzentration im Durchlauf lag unter der Nachweisgrcnzc (<0.005 EU/ml). 
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Figur 10 zeigt in ejinem Balkeiidiagramm das Bindungsverhalten des 
Bakteriophagenschwanzproteins pi 2 aja Endotoxin, dag mittels Polymyxin B an 
ChroTnatograpMefjaulen (0.5 ml) gebunden worden war. Es warden jeweils 2 Polymyxin B 
Saulen mit Endotoxin von E. coH 055 :B5 (10^ BU/ml) gespult (+LPS, schwaizc Ballcen) and 2 
Saulen mit Wasser gewaschen (- LPS, gestreifte Balken). Die Menge des 
Bakteriophagenschwanzproteins pl2 wurde gegen die Fraktionen des Chromatographieiaufs 
autgetragen. Jeder Balken zeigt die Mittelwerte, die aus zwei paraJlelen Chromatograpbielaufen 
ermittdt wurden. Der erste Balkenpaar (A) zeigt die aulgetragcne pl2 Menge und das zweitc die 
Fraktion 1 (Fl), eine Kontrollfraktion vor detti Auftrag von pl2 auf die SSule. Der Pfcil markiert 
den Aullmg von pl2. auf die Siiule. Die Frakiionen 2-5 wurden nach dem Auflrag gasainmelt. 
Die Konzentration von pi 2 wwde dutch Absorptionsmes$ung bei 280 nm ermittelt Das 
Fraktionsvolumen fllr die Fraktionen 1-4 betrug 1 ml und 2 ml fur Fraktion 5. Die Regenemtion 
der Saule in Fraktion 5 erfolgte duroh Zugabe von 2 mM EDTA zum LaufpulTer (20 mM Hepes, 
150 mM NaCl, 0,1 mM CaCl^, pH 7,5). Das Bakteriophagenschwanzprotein pl2 wurde auf den 
saulen, die vorJiea: mit Endotoxin beladen worden waren, zuriiokgeliaitcn, wSlirend es durch die 
Satilen, die kein Endotoxin entbielten, ohne Verzogemng durciilief. 




Figur 11 A imd B ^eigt in einer Orapliik die Abnahme der FluoresTienz der T4pI2-Mutante 
W359_.283 Y nach Zugabe von Endotoxin-Polysaccharid (aus Salmonella thyphimurium). A) Die 
Fluoreszenz der pl2-Mutante W359_283Y (40 fig/ml) im Bereich von 305-450 mn wurdc nach 
Anregung bei 295 nm gemessen. Nach Zugabe von 3 ]xl Polysaccharid (10 mg/ml) (graue 
Kurve). zu 120 ixl L5sung mit pl2-Mutantc W359„283 Y komite im Vcrgieich zur unbehandelten 
Probe (schwarze Kurve) eine Abnahme der Fluoreszeixs beobachtet werden Die Kurven wurden 
gegen KontroHmessungen olme die p]2 Mutante koirigiert. Figur B) zeigt die prozcntuale 
Abnahme der Fluoreszenz derpl2 Mutante W359_283Y in Abhiingigkeit von der Konzentration 
des applizierten Endotoxin-Poiysaccharids, Die Anrcgungswellenlange war 295 nm und die 
Bmissionswelleniange 350 nm. Es wurde die pl2 Mutante W359_283Y (200 lig/mi odor 3.6. 
\iM) vorgelegt und mit Endotoxin-Polysaccharid titriert Auf der X-Achse sind die 
Bndkonzentrationen des Endotoxin-Polysaccharids auigetragen. Die Messwerte wurden gegen 
Kontrollmessungen ohne die pi 2 Mutante W359_283Y korrigieit. Ab einer 
Polysaccharidkonzentration von 500 nM konnte eine deutliche Abnahme der Fluoreszenz 
gcmessen werden* 



Der Begriff "JEndotoxinabreichenmg" oder "Endotoxinc«bttemung" wie hier verwendet bedeutet 
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vollstandige Oder teilweise Entfernung von Endotoxin aus Probenmaterial. 

Der Begrifi' "Probcmnaterial" oder "Probe" wie hier verwcndet iimfesst samtliclie LOsungen. in 
denen Endotoxine nachgewiesen werden sollen oder aus denen Endotoxine ctilfemt weiden 
sollen. Beispielhaft flir Losimgen ist die folgende Aufeahlung: wassrige Ldsungen und Gemischc 
aus Waaser und organischen Ldsmigsmitteln. Blut, Rlutprodukte, Plasma, Serum, Urin, Medien. 
Beispielhafte Losimgen sind femer solche, in denen feste zu untersuchende odor zu reinigende 
nledermolekulare uud/oder hochmolekulare SUbstanzcn gel6st wurden, beispielsweise. Zuclcer, 
Saize, Antibiotika, Proieine, DNA, RNA, Lebensmittel, Arzneimittel, Impfstoffe, oder 
orgatiischo und anorganische Cliemikalien wie z.B. NaCI, MgClj, Purine oder Pyriraidine. 

r 

V 

Der BegriiTT "Endotoxin" wie liier verwendet bezeichnet das bakterieUe Lipopolysacciiarid, das 
Bestandteil der SuBeren Membran gram-negativer Bakterien isL 

r 

r 

Der Begrifif "Bakteriophagenschwanaprotein" wie hier verwendet bezcichnjit sblcixe Proleiiie, die 
in Bakteriophagen vorkommen und Bestandteilc von Zellmcmbtanen bindcn kiinnen. 
Oblicherweise sind diese Protelne im Bakteriophagenschwanz lokaHsiert, konnen jedoch auch 
auf dcm Bafcterjophagenkopf oder bei Bakteriophagen ohne Scliwaiiz auf der nonnaien 
BakteriophagenbOlle lokalisiert sein: Die von dem Bakteriophagenscbwanzprotein gebundenen 
Zellbestandteile kOnnen insbesondere Endotoxine sein. 




Der Begriff "unspezifische Immobilisierung" oder "ungerichtete [mmobiUsierung" wie hier 
verwendet bedeulet, dass die Kopplung eines Proteins an eine Oberflaohc tiber Proteinreste (z.B. 
primare Amine) erfolgt, die uber die gesamte Proteinoberfiache verteilt sein kOnnen, Die 
A«swahl der fiir die Kopplung des einzclnen ProteinmolekiQls verwendeten Gruppe ist zumiiig. 

Der Begriff "OberflSche^' oder "Trager" wie hier verwendet umfasst allc MaleHalien, an die eiiie 
Kopplung Oder Adhasion ' eines Proteinmolekias moglich ist, wie z.B» Glasoberflglchcn, 
ChroTnatographlematerialieii, Agarose oder Scpharosej. Plastikoberflachen, z,B. Polystyroi 
Oder Polypropylen, Filtentiaterialien, z.R, Cellulose,. 



Der Begriff "gerichtete Immobilisierung" wie hier verwendet bedeutet, dass die Kopplung uber 
Aminosaurereste oder andete Reste (x,B. Glyitosyslierungen des Proteins) erfolgt, deren Position 
im Protein (z. B. N- oder C-terminal) bekannt ist. Die Auswahl dieser Gnippen fiir die Kopplung 
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erFolgt durch die Auswahl geeigneter E^aktionspaHner/Linkcr, die bevt^wugt mit diestai Rcsten 
reagieren (7:.B. Kopplung voxi Sulfliyditylresten an lodoacetatreste; lodoacelat rcagiert 
tausendmai schneller mit Sulfhydrylresten als mit Aminofegten). 

Ein Aspekt der votliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Endotoxin, 
umfassend die Sciiiitte: 

a) Inkubieren drier Probe mit Bakteriophagenichwanzproteinen, und anschlieBend 

b) Nachweis von an BakteriopliagenschwanzpmUsine gebundenem Endotoxin raittcls 
spektroskopischer Verfahren, EUSA, chemischer oder enzsymaUscher Nachweisreaktion von 
Endotoxinen oder abgespaltcnen Endotoxinkomponenten, oder mittels Kapazitatsmessung, 

GegebenenfaJls wird nach Schtitt a) und vor Schritt b) eit» y^usiitzlichcr Schritt a') Ablrennung 
von Bakteriophagenschwatuiprotein-Endotoxin-Koinpiex von der Probe eingefUhrt. 

t I 

Der Nachweis mitteis spektroskopischer Verfahren kann z-B. mit Fluorcszenz^missipn, 
Fluoreszenzpolarisation, Absorption oder Circulardichroismus, der Nachweis mittcls. 
Kapazitatsmessimg kann z.B. mitteis elektrischer Signale durchgefiihri werdcn. Die aufgefUhrten 
Nachwcise kOnnen ferncLT mit etnem Kompetitionsnaehweis kombiniert werdcn. 




Vorzugswetse betrifft die vofliegende Erflndung ein Verfahren, bei dem nach Ablrennung dcs 
Bakteriophagenschwans^rotein-Endotoxin-Komplexes von der Probe, der Nachweis der 
Endotoxine Uber immunoiogische, chemische oder enzymatische Kcaktionen erfoigt. Dazu 
k5nnen die Bakteriophagcnschwanaproteine mit Hilfe spe2deller Liganden, wie z.B, Biolin, 

Strep-Tag oder His-Tag, an die entsprechenden mger z.B, Sepharosen oder magnetische Beads, 
die mit Strtiptavidin oder Slreptactin beschichtet sind, gebunden wcrden. AnscMieBend kann, 
falls gewanscht, eine Abtrennung der grobkCmigen Trager durch Filtration, Zentrifugation oder 
magnetische Separation von der Probe erfolgen. GewGnscht ist die Abtrctmung insbesondere, 
wena die der Bakteriophagenschwanzprotein-EAdotoxm-Komplex auf einer Oberfliiche fixicrt 
ist, die in den verwendeten Nachweisen nicht eingesetzt werden kann. 



Der immunologisclie Nachwei$ erfoigt z,B, uber die Bindimg von Endotoxin . spezifischcn 
Antikfirpem an die findotoxinc, Bindung eines SekundarantikOrpers an den crsten Antikorper 
und ansclilieBender Deiektion uber eine enzymlische Keaktion, die durch ein an den 
Sekimdarantikoiper fusioniertes Eiizym kaUilysiert wird (ELISA)- 
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Der Rndotoxin-Nachweis karm audi nach chemischer Spaltung des Endotoxins mittels Saure 
Oder Base und anschHeBeuder Detektion. sinzelner Endotoxinbestandtdle, wle der 2,Keto^ 
Deoxyoctonsaure, den Heptosen (Lee C.-H., Tsai C-M., Quantificqtioii of bacterial 
lipopolysaccharides by the puipald assay: Measuring foxmald^byde genemted fiom 2-kcto^ 
dcoxyoctomte and heptose at the iimer core by periodate oxidation. Analytical Bioohemislry, 
1999; 267: 16M68) oder den Hydroxy^FettsSuren (Lyngby J.. OJsen T..H.. Eidem T. Lundanes 
E. Jantzen E., Quantification of lipopolysaccharides in outer membrane vesicles vaccines against 
meningococcal disease. High petfomance liquid chromatographic determination of the 
constituent 3-Hydroxy-iauric acid. Biologies, 2002; 30: 7-13) erfolgcn. 

Em weiterer Aspekt der yorliegenden Eriindwag belrim ein VcrtMinsn zum Nachweis von 
Endotoxin, umfassend die Schritte: 

a) In Kontakt bringen dner Probe enthaltend Endotoxine mi;t eincsr Obeiflache, anschliefiend 

b) Tnkubieren von Bakteriophagenschwanzprotelrten an die auf der Obcrflache immobilisierten 
Endotoxine, und 

c) Nachweis der Bakteriophagenschwanzproleine mittels spektroskopischer Verfahrcn ELISA 
chemischer oder enzymatischer Nachweisreaktion von Endotoxinen oder abgespaltenen 
Endotoxinkomponenten, Oder mittels Kapazitatsanessung. 



Gegebenentklls wird nach Schtitt b) ein weiterer Schritt b') Abtrenncn der gebundcnen 
Bakteriophagenschwanzproleine vom Endotoxin, durchgefilhrt. 




BcvoKiugt ist ein Verfahren, bei dena nach der Bindung von Endotoxin an eine Oberflache, die 
endotoxinbindende Liganden, wie Polymyxin B, Poly-L-Lysin, Chitosan und ahnliche tragen, 
Bakleriophagenschwamproteine an die immoboiisicrtcn Endotoxine binden und dicse 
Bakteriophagensdiwanzproteine iiber eine ansphlieJJende Enzymreaktion nachgewiesen werden. 
Die Bakteriophagenschwanzproteine kSnnen mittels EUSA nachgewiesen werden, der 
spezifisch fiir das BakteriophagensChwanzprolein ist, oder Qber Enzyme, die mil dem 
Bakteriophagenachwanzprotein gentechnisch fiisioniert oder iSosr chemische Reaktionen 
gebunden wurden, Bei deai Enzymcn handelt es sich 2.B. um Alkalisdie Phosphatase, 
Peroxidase, oder andere. 



Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfmdung betriffl ein Veriahren zur Entfernung von 
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Endotoxin aus einer Probe, xunfassend die Schritte: 

a) Inkubation oder in Kontakt bringen eincr Probe mit Bakterlophagenschwanzprotelnen, die 
unspezifisch oder gerichtet, an einem festen Triiger immobilisiert sind, 

b) Trennen des Bakteriophagenschwanzproteiti-Endotoxin-IComplexes von der Probe. 

* 

Vorzugsweise wird vor dem Iiikubationsschritt der erfuidungsgemfifien Verfahren die 
lonenzusammwsetzung der zweiwertigen lonen ?,.B. Ca^\ Mg^"^ und/oder der pH-Wcrt 
eingestellt, urn eine optimale Endotoxin-Bakteriophagenschwanzptotein-Bindmig erhalten. 
Femer bevorzugt wifd bei oder nach der Inkubation eine ..Demaskierung" des gebundcnen 
Bndotoxins durch Zugabe von Detergefttien und/oder Salzen, z.l3. Tween, Triton, NaCI oder 
Attunoniumsulfat, oder aiidcsrer Subsianzen, z.B. Chitosan, Zucker oder Lipids^ die ein AblOs^ 
der Bndotoxine von z,B, Proteinen oder Nukldnsauren beschleunigen. 

Das fiir den Nachweis oder die Bntfcmung vqn Endotoxin verwendete 

^^^^^^^ 

Bakteriophagenschwanzprotein kann ein naturlicherweise vorkommendes oder cin 
molekuiarbiologisch oder Wochemisch modifiziertes sein. Das Bakteriophagenschwanzprotein 
kann ans verschiedenen Gtunden gentechniscli und/oder bipchemisch modifiziert sein. Fur die 
erfindungsgem^en Veifahren konnen jedoch nicht nur die natiiriicherweise vorkoTnmenden 
Bakteriophagenschwanzproteine verwendct werden^ sondem auch deren Varianlen, Varianten 
bedcutet im Sinne der voriiegenden Erfindung, dass die BafcteriophagenschwanzprQteinc eine 
verSnderte Atninosaureseqnenz aufweisen- Diese konnen durch Screening der nattirlich 
auftretenden Varianten, oder dnrcli Zutalls-Mutagenese oder gezielte Mutagene$e, aber ancli 
durch chemische Modifikalion erhaUen werden. Die ftlr die erfindung^gemajBen Verfahren 
verwendeten BakteriophagcniichwanzprQteine konnen durch eine gezieUe oder zufallige 

• Mutagenese in ihrer Spczifitat bzw. ihren Bindungseigenschaften an TrSgerstrukturen angepaJlt 
werden. Diese Bindung an die Trager kann fest, z,B, kovalent oder ttber eine spezifische oder 
unspezifische Biotinyiierung erfolgen, aber auch reversibei z.B, nber eine redu:?:ierbare 
DisnifidbrQckc. Femer kann durch eine Modifiikation die Stabilitat erhGht werden, Durch die 
molekularbiologJsche oder chemische Mntagenese werden Mutationen eingefuhrt, die 
Aminosauxeadditionen, -deletionen, -substttutionen oder chemische Modifikationen sein kfinnen. 
Diese Mutationen konnen eine VerSnderung der Aminosauresequenz in der Bindungsregion der 
Bakteriophagenschwanzproteine bewirken, mit dem Ziel, Spezitltat und BindungsalliniliLt an 
TestbedUrfhLsse anzupassen, z.B, die Bindung der Bndotoxine an die 
Bakteriophagcnfichwaiizproteine erhdhen oder irrever sibel zu machenj^ um den Nachweis oder 
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die Abrcichenmg zu verbessem. DarQber hinaus kaiin eine genlecbnische oder biochemische 
Modifikation der Phagenproteine durchgcfShrt werden, mit dcm Ziel, die gegebenenfells 
voThaadene enzymatische Aktivitat anszuschalten, urn dadwch die Bindung zu verbessem oder 
irreversibel zu machen. Weiterhin kaxin einc gentechmsche oder chemische Modifikation der 
Phagenproteine durchgeflihrt werden, um die vorhandenen physikalischen Eigen$chaften des 
Proteins wie Ldslichkeit Therjnostabiiitat nsw. im Sinne des erfindungsgemafien Verfahreos 
anzupassen. 

Aufierdem kann eine Verknlipfung der Bakterioplmgcnschwanzprotcine mil enzymatisdi 
wirk/samen Proteinen erfblgen, um die Bakterienschwanzproteine $eti$itiver naciiweisexi zu 
• kdimen. En^ymatisch wirksamc Proteine wie Alkalische Phosphatase oder Meerrettich 
Peroxidase, flir djle es kommerziellc Substrate gibt, kOmen miliels ohemischer 
Kopplungsmethodcn oder uber genteohnologische Fusion mit den 
Bakteriophagenschwani£protemen yerknupft werden. Die enzymatischc Reaktion, die ilber diese 
Proteine eingefuhrt wird, erhoht die Sensitivitat des Nachweises deutlich, 

* <■ 

Arbeiten zur AufklSrung der dreidimensioualen Stn^kUir von T4 pl2 haben gezeigt, dass bci 
erholiter Temperatur proteolytische Fragmente von 33 kDa und 45 kDa erzeugt werden kdniien, 
die N- und C-terminal (33 kDa) bzw. nur N-terminal (45 kDa) verkmt $ind, Im Gegensatz zu 
dem 33kDa Fragment ist das 45fcDa Fragment noch in der Lage an Bakteri^n zu binden 
(Thomassen, Gielen, G., Schtltz; M., Schoehn, G,, Abraliams, J. P., Miller, S: van Raaij, 
M. h h Mol. BioL; 331: 361-373, 2003; The stnicmre of the receptor-binding domain of the 
bacteriophage T4 short tail iibte revesals a knitted irimeric metal-binding fold). Demzufolgc ist 
der C-Tcraiinus an der Zellbindung bclciUgt. Dalier kann duroh eine N-terniinaie Modifikation 
eine geriohtetc Bindung an Qbcrflacho durchgcllLUbirL werden und somit letztendlich die Bindung 
von Endotoxin indirekt optimiert werden. Dariiberhinaus ist eine direkte Optimicrung der 
Endotoxin-Bindung moglich. . 

Die Modifikation kmn temer insbesondere den Zweck haben, einen direkten Nachweis z.B, 
mittels Messung der Tryptophanfluoreszenz zu ermogiichen. Beispielsweise besitzt T4 pl2 Rinf 
Ttyptophan-Reste. Das Fluoreszenzspektoun des nativen Proteins deutct darauf hin, dass diese 
Reste weitestg0hend losungsmittel-unzuganglich sind. Aus einer Vielzahl von 
wissenschaftlichen Arbaileu ist bekannt, dass fast inuner aromatische Aminosauren an der 
Bindung von Zuckeztesten, wie sie auch in Endotoxin vorkoniinen, beteiligt sind. Die Bindung' 
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der Zuckerresle .an Proteine kann durofa cincn Qucsnch der Trypthophanfluoreszenz, bzw. 
gegebenenfalls auch zusMtzlich durch eine Veraaderung des Fluoreszenzmaximums vejfolgt 
werden, Eigene Arbeiten lassen vermuten, dass die ungtinstige Verteilung der Fluorophotc des 
natiklichen pi 2 eine AiL^nulzung der Fluoreszenz-Eigenschaften von pl2 zur Bindungsmessung 
verhindett. Die Fluoreszexieigenschaftcn von pl2 werden durch die fiinf Tiyptophajireste 
dominiert, deren Fluoteszeni^- durch die Zugabe von Endotoxin nicht messbar vetSndert wird, 
Diese Daten iassen erwatten, dass eher Tyrosinreste als Tryptophanreste an der Bindung beteiligt 
sind, deren Signalanderung vor deni hohen Tryptophan-Hintcrgnind nicht sichtbar gemacht 
werden kann. Auf der Basis der Proteoiyseergebnisse kommen sech$ Tyrosine am C-Terminus 
von pl2 fijx den Endotoxin-Nachv^^eiskit in Frage, die entsprechend „sichtbar'' gemacht werden 
konnen, Dwch einen selektiven molekularbiologischen Austausch der fiinf Tiyptophan-Reste 
gegep Tyrosine werden in einem crsten Schritt die spcktroiskopischen Eigenschaften so gezielt 

• verandert, dass die Endotoxin-Bindung pet Fluoregzensssignalianderut^ cincs cinzclncn 
Tryptophanrestes messbar ist. AnschlieBend wird dutch einen gezielten Austausch von jeweiis 
einem der sechs Tyrosine im C-terminalen Bereich gegen einen Tryptophanrest die Intensitai des 
mes5sbaren Signals signifikanl erhf^ht, um fiir die Rntwicklung eines Endotoxin-JNjachweiskits 
attrafctive Signaluntcrschiede 2u ©rhahen, 

Weiche Baicteriophagcnschwanzproteine verwendet werden, hMngt davon ab, wclche Endotoxine 
nachgewiesen oder abgereinigt werden soUen. Bereits jetzt steht eine. grofie Zahl bekannler 

> 

Bakteriophagen fiir einen GroBteil der bisher beschriebenen Bakterien zur Verfllgung und kann 
fur die erfindungsgemaJien Verfahren verwendet werden. Die Phagen und die entsprechendcn 
Wirtsbakterlen sind u.a. bei folgeDtden Staxnmsammlungen erlialtlich: ATCC (USA), DSMZ 
(Deutschland), UKNCC (Grolibritannien), NCCB (Kicdcrlandc) und MAFF (Japan)- 

• Vorzugsweise stammen die Bakteriophagenschwanzproteine fur die erfindimgsgemaBen 
Verfahren von Bakteriophagen, deren Wirtebakterien medizinisch oder biotechnologisch 
reievante Bedeutung haben, wie z.B. E. coli, das bei der Produktion rckombinanter Proteine oder 
von Nukicinsauren fQr die Gentheraphie verwendet wird. Besonders bevorzugt sind 
Bakteriophagenschwanzproteine, die stark konservierte Bereiche von Endotoxin binden, wie z,B, 
die Heizregion oder Lipid A. hisbesondere bevorzugt sind T4pl2 und^ T4pl2-ahnliche 
Bakteriophagenschwanzproteine, z.B, T2-pl2, K3-pl2 (Burda-MR, llindennach'-l, Miller-S» 
BioL Chem. 2000; 381; 255-258. Stability of phage T4 short tail fiber protein), Bei einer 
Kombination von Endotoxin- Vcrutucinigungcn aus vcrschiedenen Wirtsbakterien kann ftir die 
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criindungsgemaBen Nachweise oder Abreicherungen eine Kombinatiou der entspreclienden 
Bndotoxin-arkennenden Bakteriophagenschwanzproteinc cingcsctzl wcrden. 

Der Nacbweis oder die Abrcicherung von Endotoxin in oder aus elner Probe erfolgl uber die 
Bindung von Endotoxin an die Bakteriophagenschwanzproteine. Diese Bindung kann z3, durch 
direkte Messung mittels speklroskopischer Verfahien, z.B. liber Fluores;?:enzeniissi(>n, 
Fiuoreszenzpolarisation, Absorption oder Circulardichroismns iiachgewicsen werden. Dariiber 
hinaus kann die Bindung duroh elektrische Signale, z.B. einc Kapazitst$niessung sichtbar 
gemacht werden. Weit^srliin kann die Bindung von Endotoxin an die 
Baktetiophagenschwanzproteine auch indirckt fiber Verdrangungsexperimente nachgewiesen 

werden. 





AuBerdem kann die Bindung von Baktcriophagcnschwanzproteinen an Endotoxin nachgewiesen 
werden, indem die Endotoxine zunSchst tiber andere endotoxinbindende Substanzcn oder auch 
•aber ein zwcites Bakteriophagenschwanzprotein auf dner Oberflaclie immoblisiert werden, ujid 
anschlieBend ein anderes Baktcriophagenschwanzprotein an Endotoxin bindet, Nach dem 
Auswaschen von ubersctiiissigem Bakteriophagenschwanzproleln wirid anschlieRend die Menge 
des gebundenen anderen Bafcteriophagcrischwanzproteins qyantili&iert. Dies erfolgt entweder 
tiber Antikorper gegen das andere Bakteriophagesnschwanzprotein (ein sog. ELISA), oder tiber 
cine enzymatische Reaktion, die durch ein ah das andere Baktertophagenschwanzproteine 
fusionianes Protein katalysiert wird- Die Oberflache kann dazu vorher mit Endotoxin bindenden 
Substanaien, wie z.B, Polymyxin B. Histidin, ffistamin, Poly-L-Lysln, DEAE, Polyethylenimin, 
DeoxycholsHure, Poly y-aminomethyl-L-glutanain, Poly Yinylalkohol, Poly- N,N- 
dimediylaminopropylacrlyamid, DexLran, Chiloi^an, und ahnliche bescliichtet weidenr AuBerdem 
kann auch ein Bakteriophagenschwan^protein Sir die Inunobilisiemng von Endotoxin vcrwcndct 
wcrden. Der Nachweis von Endotoxin erfolgt dann mit einem zweitcn 
Bakteriophagenschwanzprotein, das andere Endotoxin Bindungseigensohaften besitzt als das fur 
die Immobilisierung benutzte Bakteriophagenschwanzprotein. Die Ihimobilisierung der 
Endotoxin bindenden Substsaizen erfolgt dabei entweder durch Adhasion, kovalente Kopplung, 
Oder Bindung iiber spezielle Immobilisiemngsgruppen, wie Biotin, Streptavidin, Strep-Tag, Hiiji- 
Tag, und vergleichbare Gruppen. Oer Nachweis des Bakteriophagen$chwanzprotein$ kann auch 
nach Abiosen des Proteins von der ObertlSche erfolgen. 



Fur die erfindungsgemaBen Nachweise konnen. die Bakteriophagenschwanzprotehie bei Bedarf 
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einer Abtrennung der Batoeriophageixschvvanjprotem-Eiidotoxiii-K.omplexe von der Probe auf 
gccigiictcii Obcrtlachjcn, z.B. Magtictpartikclii, Scph^osepartikclnj Agatoscpaxtikcla, 
Mikrotiterplatten, Filtermaterialien oder DurcMuBzellliaimnem, g^^koppelt werden (indirektcr - 
Nachwds), Die Tragerstrukturen konnen z.B. aus Pqlystyrql, Polypropylen, Polycarbanat, 
PMMA, Celiuloseacetat, NitrozeJIulose, Glas, Silizium oder Agarose bestehen. Die Kbpplung 
katui Z.B. dutch AAsotpLion oder kovalente Bindung erreioht werden. 

Fftr das crfmdungsgemaiie Abreicherungsverfahren sind die Bakteriophagenschwanzprotcine: an 
fesie Oberfiaohen gekoppelt.. Die fcsten Oberflachen k5nnen Materialien fiir 
Chtomatographiesaulen (z.B. Sepharosematerialien), Filtrationsmedien, Glaspartikcl, 
Magtxetpartikel, Zentrifugations- oder Sedixnentationsxnaterialiejti (z.B. Agaroscpartikci) scin. 

• Wichtig hierbei ist cine funktionelle Kopplung, d,h. Bakteriophagensohwanzproteine vet-fligen 
lrol2: Bindung an. das Tragermaterial. uber fiir Endotoxin zugangliche Strukturen bzw. 
Bindestellen. Die Kopplung der BakteriophagenschwanTproteine kann unspezifisoh, oder jiher 
bevorzugt gerichtet, Cibef z*B. eine selektive Biolinylierung, oder gekojppell uber einen Spacer 
Oder Lixiker erfolgen. 

Dazu kOnnen die Bakteriophagenschwanzproteine nut niedermolekularen Substanzen z.B, Biotin 
verknupft sein, \m. tiber diese niedermolekularen Substanzen an Polypeptide z. B. Streptavidin 
zu binden, die ihrerseits auf dem TrSgcr kmnobilisiert warden. Statt Biotin kann ferner der 
sogenannte Strep-Tag (Skerra, A, & Sciimidt, T. G, M. Biomolecular Engineering 16 (1999), 79- 
86) verwendet warden, der eine kurze Aminosauresequenz ist und an Streptavidin bindet. Femer 
kaim der His-Tag verwendet werden, der iiber zweiwertige Tqnen (Zink Oder Nickel) oder eincn 
fur ihn spezifischen AntikSrper (Qiagen GmbH, Hilden) an ein Tragermaterial binden kann. Der 
Strep- Tag sowie der Ilis-Tag wird vorzugsweise fiber DNA-Rekombinationstechnologie an die 
rekonibinant hergestellten Bakteriophagcnproteine gebunden. Dlese Kopplung kann gerichtet, 
x*B, ajn oder C-Terminus oder an anderen Positionen im Bakteriopiiagenschwaiizprotein 
erfolgen. Die gerichtete Kopplung erfblgt xiber eine geeignete, reaktive natOrlicherweise bei 
Phagenproteinen nicht Imufig oberfiachenexponierte Aminosaurc wie Cystein, das an geeigneter 
Stelle gezieU eingeliihrL wurd«. Da Phagenschwanzproteine im Cytoplasma synthetisiert werden^ 
ist nicht mit Disulfidbrucken zxi rechn&n. Votzugswciisc katm auch tlbcr anderc AminosSuren 
direkl, oder wie auch bci Cystein tiber cinen ^Spacer" oder „CrossLinker** (monofunktioneil oder 
bifUnktioneli) indirekt gekoppelt werdeati. 



Datum 20.12.03 19:45 FAXG3 Nr: 734563 von NVS:FAXG3.I0.01 01/08141 539024 (Seite 18 von 50) 



ABa.: BETTENHAUSEN; 0814.1539024; SO-DEZ-OB 20:00; QEITE 19 /Q 

1.7 

Bei der Cysteinkopphnig sind alle biflanktionellen Crosslinker mit NH- unci SH-reaktiven 
CSnippen, mil md ohne Zwischenspacer, 1 1 -Maleimidoundeoanoic acid sulfo-NHS oder 
Succimmidyl-4-|'N-maleimidomethyll-cyclohexane-l-<iatb^ moglich. 
Sofern fccine Spacer vorhanden sind, kOnnen 8-12 C-Atom-Spacer mit endstSndiger NH-Gruppe 
eingefiigt werden. Vorzugsweise erfolgt die Cysteinkopplung tlbcr cine spc2afischc 
Biotiixyiienmg des Cysteins durch z.B. EZ-Link-PEO-Maleiraide activated Biotin (Pierce)- 

Zweiwertige lonen, wic z,B. Ca^"^ oder Mg^^ sind flkr cine Bindung von Endoioxinen an 
Phagenproteine wie pl2 wichtig. Durch Zugabe von geeigneten Chelatoren, wie z.B. EDTA oder 
EGTA, kann diese Bindung jedoch gelost werden, Bevorzugt flir die Bindxing sind Ca^^- 
Konzentrationen im Bereich von etwa 0,1 ixM his etwa 100 mM, besonders bevorzugt im 

• Bereich von etwa 04 ^iM bis etwa 10 niM, insbesondere bevorzugt im Bereich von etwa 0^ (.lM 
bis etwa 1 mM und ferner insbesondere bevorzugfc im Bereich von etwa 10 jiM bis 1 mM. 
Emiedrigt man die Konzentration zweiwcrtiger . lonen durch Zugabe von 1 mM EDTA unter 100 
nM, so wird die Bindung von Endotoxin an pi 2 gelSst Mg^^-Konzentrationen uber 10 mM 
verschlechtem die Bindung von Endotoxin an pi 2, was sich in einer EthOhung der 
Dissoziationskonstante beznerkbar macht. Olme Zugabe von Mg^**" ergibt sich cin K^-Werl von 
50 nM und in einem Puffei" mit 10 mM Mg^"** wurde ein Kj-Wert von 1 p.M geniessen* Zink 
zeigte cine noch starker hemmende Wirkung. 1 mM Zn erhoht den Kd-Wert auf 10 ^M, Rine 
Einsteilung der Konzentration zweiwertiger oder anderer Tonen (z.B-: Cu^^, Al^^, Zn^'\ Tg^\ 
Ca^\ Ba^\ Mg^*, Cd^^) auf einen fur die Bindung optimalen Bereich karni durch Subsiamien, 
wie REDTA^ NTA bzw. allgemein Chelatoten/PutTer (ADA: N-[2-Acetamidol-2-iminodiacelic 
acid; 5-AMP: Adeno$in-5'-Monophosphat; ADP: Adenosin-5'-Diphosphat; ATP: Admosin-5'- 
Ttiphosphat; Baptar U2-bts(2-Aminophenoxy)ethane-N,N,N%N'-tetraacetic acid; Citrat: 

• Zitronensaure; EDTA: Ethylendiamintetraacetic acid; EGTA: Ethleneglycol"bis(|i-aminoethyl 
Ether) N,N,N',N-Tetraacetic acid; HEDTA: N-hydroxyethylethylenediaminetriacetic acid; 
NTA: Nitrilotiracetic acid; SO4. Sulfat) erfolgen, die ais Puffer fur zweiwertige lonen benutzt 
werden kannen. 

Die erfindungsgemafien Verfahren konuen daher femer Waschscliritte mnfassen* Je nachdcm, ob 
ein direkter oder indircktea: Nachwcis oder die Abreicherung eine Abtrennung von Probe und 
Bakteriophagenschwanzprotein notig macht, konnen Waschschritte eingebaut werden. Da Ca^' 
Oder andere MetalHonen (z.B. Mg^"*") essentiell fllr die Bindung sind, kann die Bindung von 
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Endotoxin an z.B, pl2 durch geeignete Waschsclirille gcl5st wcrdeti. Je nach Ziel, ob Endotoxin 
auf dem Bzikteriophagenschwatizpfotcm, z.B. pl2 gcbundcn bicibcn soil, wkd mit EDTA-frelem 
Puffer gewaschen, wenn die Bindung gelOst werden soli mit EDTA-haltigem Puffer, wobci die 
EDTA-Konzentrationen im Bereich von mindcstens 0,05 mM bis mehr ais 10 mM, 
vorzugsweise im Bereich von 2 mM bis 5 mM liegt. 

« 

Die AbtTOTnung des Endotoxins erfolgi nach Inkubation der Probe mit dem entsprechendcn mit 
Bakteriophagenschwanzproteinen gekoppelten Ttagefmateriai ttlr etwa 5-60 mtn oder etwa 30- 
iSOmin oder bei Bedarf auch tiber Nacht, Dazu wird die Probe z.B. aus der 
Chromatographiesaule eluiert, oder filtriert, oder die entsprechenden Partikel abzentrifugiert oder 
absedimeniierlj bzw. durch Anlegen eines MagneLfeldes magnelisch separicrl. Die Ablrcimuiig in. 
dem hier beschriebenen Batch-Vcrfahrcn^ d.h. mit Vorinkubation von Probe und n;Lit den 

I 

• entsprechenden Bakteriophagenschwanzproteinen gekoppelten Ttligermaterialen, kann 
insbesondere bei sehr niedrigen Endotoxinkonzentrationen sinnvoU sein. 

Die Abreichenmg von Endotoxinen nber Chromatographiesaulen kann aber auch im reineh 
Durchflussverfahren erfolgen. Die Probe kann dazu auf die Saule aufgetragen werden, die ein 
Tragermatcrial mit daran gekoppelten Bakteridphagex^chwanzproteinen enthalt Das Endotoxin 
bindet an das immobilisierte Bakteriophagenschwanzprbtein und die endotoxinfreie Probe wird 
aus der SSuie ausgewaschen. Die Flussrate ist afahangig von Volumen und Geometrie der Saule. 
Die Fiussrate ist fernej: abhangig von Volmnen und Endotoxingehalt der Probe, um durch eine 
mogliohst iangc Konlaktzeit zwischen Saule und Endotoxin auch bei niedrigen 
Endotoxinkonstcntrationch cine cffizicntc Abreicheruug zu erzielen. Die Kontaktzeit ist dabei die 
Zeit, die die Probe vom Auflragen auf die S^c bis zum HerausflieBea benotigt, 

• Der Abtrennschritt kann z.B. im Abreicherungsverfahreni zur Regenerierung der 
Bakteriophagenschwanzproteine benutzt werden, die an den festen Irager gekoppelt smd 
Dadurch kann der feste Trager, z,B, eine Matrix in einer Chromatpgraphies&ulc wicderverwendet 
werden. Die Regenerierung exfolgt durcli Entfemen des gebundenen Endotoxins durch einen 
geeigneten Regenerierungspuffer enthaltend EDTA oder einen entsprechenden Chelator. Bei 
EDTA wird eine Konzentration von gr5Ber 2 mM EDTA bevorzugt, inbesondere grdUer 1 0 nxM 
EDTA. 

Die durch Chelatoreti wieder Idsbare Endotoxinbindung an die Bakteriophf^enschwanzproieine 
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kann auoh dazu genutz^t wcrdcn. Endotoxin effiadent hodirein herzuslijUen, K^ufiich erhaiUiches^ 
Endotoxin z,B. von Sigma wird zumeist durch Phcnol/Chloroformextrafctioii gewotmen und 
enllililt neben Endotoxin auch noch zellulare Bestandtdle vno Proteins und Nukleinsaureo. 
Kauflich erhaltliches fluoreszeiizmarkiertes Endotoxin enthalt neben den bereits oben 
aufgefilhrten Verunreintgungen auch noch freien Fluoreszenzlabel, der spatere Messung^ 
erschweren kann. Die Gewlmiung von hochteinem Endotoxin kann dariibcr hinaus auch z,B, fUr 
die Impfttoffentwicklung von groBer Bedeutung sein. 

Da ionische Wechselwitkungen grundsatzlioh immer durch Verandemngen der loncnstSrke 
beeinflussbai- sind, ktinncn auch Erhohungen Oder Emiedrigungen anderer Salze in Losung, wic 
Z.B. NaCi Oder KCl, die Bindung von Endotoxin an die Bakteriophagenschwanzprotcine 
becinllussen. 

Um die Bindung im Nachweisverfahren direkt oder indirdct sichtbar zu machen, kann auch das 
Protein molekularbiologisch oder biochemLsch verandert werden, um die Messung zu 
ermaglichen, bzw. zu verbessern. Um eine Bindung von Endotoxin an pl2 direkt sichtbar zu 
machen, kann ein molekularbioiogischer Austausch von Tyrosinxesten gegen Tryptophan 
durchgefutut werden* Fur eine Reduktion des Signalhintergrundes kann es dabei notig sein, die 
urspriingiich enthaltenen Iryptophane gegen fyrosine auszutauschen* Um auch in 
proteinhaltigen LOsungen messen zu kGnnen, kann pl2 nach Tryptoplian-Einitihrung zusatziich 
chemisch modiliziert werden. Dabei warden Tryptophaitreste durch Koshland-Reagenz (2- 
TIydroxy-5-nitrobenzyibromld) hiiisichtlich ihrer spektrokopischen Jiigenschaflen verandert. Bei 
VerdrSngungsexperimcntcn kann markiertes, z.B. fluoreszenzmarkiertes Endotoxm (z.B. Sigma) 
durch in der Probe befindliches Endotoxin z.B, von pl2 verdrMngt und die Konzentration von 
Ibeiem fluoreszierendem Endotoxin bestimmt werden. 

t 

\ 

Mit dem erfindungsgeniaflen Vcrfahren kann Endotoxin aus und in alien was&rigen Ldsungcn 
nachgewiesen, und entfemt Vi^erden. Diese LOsungen konnen: Proteine, Piasmid-DNAj 
genomische DNA, RNA, Peptidoglykane, Polysaccharide, Protem-NuWeinsaurekomplexe wie 
Phagen oder Viren, Saccharide, Impfttofie, Arzneimittel, Reaktionspuffer, Pufibrlosungen 
allgemehi, Medien, Dialysepuffer (Medizin), Salze, Blut, Blulbestandteile oder andere durcli 

I 

Endotoxin-Bindung verunrcinigie Substanzen enthalten. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung sind Bakteriophagenfarotdne, an die sogenatrntc Tags, z.B. 
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der Strep- odet dcr His*Tag, vorzugsweise an den N- oder C-Terininus des Proteins, besonders 
bcvorzaigt an den C-Terminvis, gekoppelt sind. Bevor-augt ist die Kopplung oder Verknupfung 
der Tags mit den Bakteriophagenproteinen iiber DNA-Rckombinationstechnologie. Ilerstellung 

< « 

der Nukleinsaure, unilkssend die Sequenz des Baileriophageiiprcteins und des Tags und die 
Heratellung des Expressionsprodukts sind Stand der Technik und brauchen hier nicht gcsondert 
eriaulert zu werden. Bin weiterer Aspekt der Erfindung ist die NukleinsauresequenZj die ein 
Bakteriophagenprotein zusammen mit dem Sttep- oder His-Tag codiert. Ein besonders 
bevortugtes mit dem Strep- oder His-l'ag modifiziertes Bakteriophagenprotein ist das pl2- 
Protein vom Pfaagen T4j jedoch sind aile anderen Bakteriopiiageiiproteinc die an der Brkennnimg 
und Bindung von Baklerien beteiligt oder daiut verantwortlich sind ebcnfalls bevorwgt. 

Fiir die crfindungsgemaBen Verfaliren werden vorzugsweisp Bakteriophagenproteine mit einem 

• Tag verwendet, der ein oberflaciienexpomertes Cystein zvir speziilschen* gerichteten 
Biolinylierung aufwei^st, 2..B. die Tags gemafi SEQ ID NO:5, 6 und 7- Eiin Beispiel fur.ein pl2 
mit Tag ist die in SEQ ID NO:8 aufgeftihrte AminosSuresequenz. Bevpry-ugt ist ein pi 2 mil 
cinem Tag* insbesondere mit ^inem Tag mit einem oberflachenexponierten Cystein, 
insbesondere ein pi 2 mit dem Tag gemafl SEQ ID NO: 6 und 7. Diese gericiiteta Biotinylierong 

9 > .. t 

kann zusatzlioh dutch einen geaig^ietcn Spacer Oder Linker vennitte^ 

» 

Die erfindungsgemafien Vertahren bieten gegentiber den bisherigen Nachwcis- und 
Reinigungsverfahren flir und von Endotoxin Vorteile in der Performance entspreeliender 
Anwendungen. Femer iyt die Herstellung von Antikorper gcgcn LPS-Herzoligosaccharide Hehr 
schwierig, was entsprcchcndc Verfaliren auf Antikorper-Basis sehr teuer werden lasst 

Die folgenden Beispiele erlSutem die Hrfiindimg und sind nicht als cinschrankend aufzufassen. 

• Sofem nicht anders angegeben, wiurden molekularbiologische Standardmethoden vetwcndet, wie 
Z.B. von Sambrook cd: al., 1989, Molecular cloning: A Laboratory Manual 2. Autlage, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press» Cold Spring Harbor^ New York, beschtieben. 

Beispiel 1 : Glas^elMBe. PlastikgefSfie und Puffer: 

Ftir die Endotoxinentfemung wurden alle GlasgefelJe durch Aufibacken bei 200°C (41i) 
entpyrogenisiert und aua&clilieBlich pyrogenfireie Plastikmatcrialen (z.B. Pipcttenspitzen, 
Microtiterplatten) verwendet. Ahdere, nicht hitzebcstSndige Gerate oder GefaBe^ wurden 
entweder mit 3% Wasserstoffperoxid behandelt oder mit 1% Natriumdeoxoycholat gewaschen. 
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Anschlieflend wurde sie mit endotoxinjSreiem Wasser gespiilU Die Puffer wuiden aus weitgehcnd 
endotoxinfreien PuffersubsLanz&n (Sigma) hergestellt und mit endotoxinfreiem Wasser aiigeselzl. 
Salze,'wie z,B, NaCl> die auf 200^C erhitzt werden kGnncttj, wurdcn ausgebaoken (200°C3 4h). 
Ftir chromatographisclie Reinigimgen verwendete Puffer wurden entgast und filtriert. 

» 

Beisoiel 2: Endotoxinnachweis mittels LAL-Test: 

Endotoxin-Kontrollnachweise wurden mit einem chromogenen LAL-Test (Limulus-Amebocytc- 
Lysate Tesl^ Charles-River Endosafe, Charleston, USA) entsprechend den Angabcn des 
Ucrsteiiers durchgefUhrt. Zur Konzentrationsbestimmung wurden Hndotoxin^Standards (Charles- 
River Endosafe, Charleston, USA) im Bereich von 0.005-50, bzw. 0,02-50 EU/ml etngesetzt. Die 
Absorptionsmessimg bei 405 nm erfolgte in einem temperierbaren Mikrotiti^latten-Reader 
(Genios, Tecan GmbH). 

Beispiel 3: Wc&tcm-'Blot zum pl2"Nachweis: 

Dcr Nachweis von pl2 im Uberstand von mit Beads behandelten Proben bzw- in den Fraktioncn 
der Affinitatschromatographie erfolgte durch Western Blots. Zum Teil wurden die Proteine 
yorher durch NaDOC/TCA-Faliung (Natriumdeoxycholat/Tetrachloracetat) aufkonzentriert. Die 
Proben wurden dazu auf 12%-igen SDS Gelen elektrophoretisch aufgetrennt und auf FVDl^' 
Membranen (Iimnobilon^ Millipore) nberliagen. Die Membranen wurden mit PBS 30 min 
gewaschen, mit 5% Mitohpulver blockiert (1 h) und anschliefiend mit polykionalem anti-pI2 
AntikOirper inkubiert (Ih, Verdunnung: 1: 1000). Nach Inkubation mit einem, mit alkalischer 
Phosphatase konjugierter Sekundarantikoiper (Ziege-anti-Kaninckea IgG) erfolgte die 
Entwiddung der Proben mit BCiP/NBT (5-Brom-4-cl]Lloroindalylpho5phat/Nitroblau- 
Tetrazoliumsalz). 




Beispiel 4r Endotoxki-Reinigung: 

Die Reinigung von Endotoxin wutde nach der Vorschrift von Galanos, Ltbderilz^ G. & 



Westphal, O. 1969, Europ* J. Biochem. 9, 245-249 durch^ltlhrt. 

Bei.^ntel 5: Spezifische Kopplung von pi 2 an immobilisierte Jodoacetvlres te: 
Um eine gerichtete Bindung von pi 2 an die OberQache zu erreichen wurde die Aminosaurc 
Serin an Position 3 des Strep-Tags gemaG SEQ ID NO: 5 durch, Cy stein wie in Beispiel 12 
ersetzt und das Protein Uber Jodoacetylresste, die bevorzugt foie Sullhydrylreste binden-, 
immobilisiert. Das reHidticrende pl2 wurde pl2S3C genannt. 



Datum 20.12.03 19:45 FAXG3 Nr: 734563 von NVS:FAXG3.I0.0101/08141539024 (Seite 23 von 50) 



ABS.: BETTENHAUSEN; 



08141539024; 



20-DEZ-03 20:02; 



SEITE 24/50 



22 



Ek wurde ein 1 nil Sulfoliiik Coupling Gel (Pierce) gegosgen, mit 6 ml 1% Natriimicleoxyohokt 
gewaschen uiid mit 6 ml Kopplungspuffer (50 mM Tris, 1 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 8.5) 
cquilibricrt. Anschlicficnd wurden 1 .ml p12S3C ('-N-StrepS3Cpl2) (1-1.5 mg/ml in 
Koppixingspuffer) inji^iert^ dies SSulc 15 min leictit geschiitteit, weitere 30 min ohne Schutieln 
bei Raumtemperatur inkubiert, und nocbmals i ml pl2S3C iryiziert und die Inkubation^schritte 
wiederholt. Diese Kopplung von pl2S3C wurde insgesamt 4 mal wiederholt, und anschlieJJend 
die Saule mit 6 ml Kopplungspuffer gewaschen. Die Durchiaufe wurden gesamnielt und die 
jeweilige pl2S3C Konzentralion durch Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt. Es wurden 



2.2-2.8 mg pl2S3C pro ml Gel gebunden. Anschlieficnd wurden tiberz^ige Jodoacetylieste 
dnrch Inkubation (45 min) mit 1 ml Cystein (50 mM in 50 mM Ttis, 5, mM EDTA, pH 8.5) 
blockiert, Nach Waschen der Saule mit 16 ml 1 M NaCl und 16 ml 20 mM Hepes, 150 mM NaCl 
pH 7,5 war die Saule fertig zum Gebrauch. 



Die Fahigkeit dieses Gels Endotoxin aus Proteinl5sungen zu entfemen, wurde mit DSA (2-4 
mg/mi). Carbon Anhydrase .(1-2 mg/ml) und Lysozym (3-4 mg/ml) getestet BSA und Lysozym 
L6simgen wurden mit Endotoxin von E. coli OS5;B5 (Charles-River Endosafe, Charleston, 
USA) Oder coli HMS 174 gespickt (100-1000 EU/ml), wahrend die Carbon Anhydrase nicht 
rait zusatzlichem Endotoxin versetet wurde. Es wnrden jeweils 0,5 ml Proteinl^isnng auf die 
Sauie gegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubicrt und anschiieJJend die Saule mit Puffer 
gewaschen. Die Proteine wurden frakttonsweise gesammelt xmd der Endotoxingehalt vor und 
nach der Saule mittels eines chromogenen LAL-Tests (Charles-River Endosatfej, Charleston, 
USA) bestimmt. AuBerdem wurde die Protcinwiedeiiindung durch AbsoTplionsmessungen bei 
280 nm ermittelt. Die Endotoxine konnten aus alien 3 Proteiplosungen fast volistSndig (93-99%) 
entfernt werden, wie in Pig. 2A gezeigt. Aui3erdem konnten die Proteine weitgehend von der 
Satde elulert werden (80-99%, Fig. 2B). Die Saule wurde abschliefiend mit 5 mM EDTA, 20 
mM Hopes, 150 mM NaCl^ pll 7.5 regeneriert* Um Vcrunrcinigungcn der Proteinfraktionen nach 
dem Lauf aber die Saulc durch sioh abldsendes pl2 auszuschheflen, wurden die Fraklionen 
mfttels der Western Blot Technik auf pi 2 untersucht Es konnte kein pl2 in den Fraktionen 
nachgewiesen werden. 

Beisptel 6: Unsnezifi sc he Kopplimg von pi 2 an NHS-aktiviertes Tragermaterial: 
N-hydroxysuccinimid (NHS) wird aus Verbindungen durch primare Aminoteste verdrSngt und 
deshalb zum Koppein von Proteinen an Oberflachen benutzt. NHS-aktivierte Sepharose SSuien 
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(HiTrap NHS-activated TIP» t ml, ATnersham-Phannaoia--Bioteoh) wurdcn zunachst mit 6 mi 
«?isjkeilter 1 mM Sal^^aur© gewaschen. AnschiieBend wurden bei Raxixntenjperatur 10-15 ml 

* • 

pl2S3C (LO-3.5 mg/ml) ia 0.2 M NaHCOa, 0.5 M NaCl, pH 8,3 zirkular uber die Saule gepumpt 

■ 

(FliLssrate 0-8 ml/min), Nach 60 mm wurde der Durchlauf fcaktionsweisc gcsammclt und die 
Saiile mit 6 ml Puffer gewascben, Aus diesen Fraktionen wurdQ das NHS durch Entsalzen der 
LdsuQg fiber HiTrap-Desalting Saulchen (5 ml, Amersham-Pharmacia-Biotech) abgetrennt und 
ansohlieBend die pl2-Menge durch AbsoTptioMmessung bei 280 nm bestimmt, 20-25 mg 
pl2S3C wurdeaa an die Saule gebunden. Die SSule wurde nacii der Kopplung entsprechend den 
Merstellerangaben wiederholt mit jeweils 6 mi Bioclderungspuffer (0.5 M Ethanolamin, 0.5 M 
NaCI, pH 8.3) und Waischpiiffor (0-1 M Acelat, 0*5 M NaCI, pH 4.0) gcspillt Anschlieflend 
wurde die Saule mit 6 ml Gebrauchspuffcr (20 mM Hepes, 150 mM NaC), pH 7.5 oder 20 niM 

Tris, 150 mM NaCl, pH 8.5) equilibrieit. 

> 

I 

Die Endotoxinenitfernuing iiber diese Saule wurde rait Lysoxymlosungen (3-4 mg/ml in 20 mM 
Hepes, 150 mM NaCl, pTT 7,5 oder 20 mM Tris, 150 mM NaCI, pH 8.5) getestet Die 
Lysozyral5sungen wurden mit Endotoxin von E. coli HMS 174 gespickt (-500 EU/mi). £s 
wurden 0.5 ml Proteinlosung auf die Saule gegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und 
anschliefiend die Saule mit Puffer gewaschen, Da$ Lysoxytn wurden ft^aktiomweifse gef^ammelt 
und der Endotoxingeiialt vor nnd nach der Saule mittels eines chromogenen LAL-Tests (Charles- 
River Endosafe, Charleston, USA) be5>limmt AuBerdetti wurde die Proteinwiederfindung durch 
Absoipdonsraessungen bei 280 nm emiitlelt Die Endotoxine wurden zu 85*90% aus der Losung 
entfernt, wie in Fig. 3 A gezeigt und 85-90% des Lysozyms Icomiten durch Waschen mit 
Gcbrauchspuffcr wicdcr von der S^ule eiuiert werden (Fig- 3B). Die Saule wurde anschlieBend 
mit 6 ml 5 mM EDTAj, 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 und 6 inl 1 M NaCl gewascben, 
Um Verunreinigungen der Proteinfraktionen nach dem Lauf uber die Saule durch sich 
ablosendes pl2 auszuschlieflen» wurden die Fraktionen mittels der Western Blot Technik auf pl2 
untersucht Es koimte kein p 1 2 in den Fraktionen nachgewiesen werden. 



Beispiel 7: Geriehtete Konplung von p 1 2 an tiber Diaminoethan und N-Succinimidvl-iodoacetat 
f SIA) als Spacer an NHS-aktiviertes Tragetmaterial-Saule, 

Um eine geriehtete Bindimg an das, Chromatographie Iragermaterial zu erreichen wurde ein 
bifunktioneller Linker an NHS-aklivierte OberflSche gebundcn^ der cine Kopplung voir pl2S3C 
Ober dessen freies Cystein und Jodoacetylreste des bifunktionalen T-iukers emnoglicht. 



I ■■ ■ I ■ - -Ill . I ■ C ' 
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NHS-aktivierte Sepharose Saulcn (HiTrap NHS-activated HP, 1 ml, AmershmTa-Pharinacia- 
Biotech) warden zunachst mit 6 ml eiskalter 1 mM Salzsaurc gcwaschen, danach 1 mj 
Ethyiendiamin (10 mg/ml in 0.2 M NaHCOa. 0*5 M NaCl, pH 8.3) injiaien imd die Saule 30 mxn 
bei Raumtemperatur inkiibiert. Nach Blockieren iiberzahliger NMS-Gruppen mit Ethanolamin 
(0.5 M Ethanolamin, 0.5 M NaCi, pH 8.3) und Waschen (0,1 M Acetat, 0.5 M NaCl, pH 4-0) der 
Saule wufde die Saule mit 6 ml Boratpuifer (50 mM Natriumborat, 150 mM NaCl. 5 mM RDTA, 
pH 8,3) equilibriert. Anschlieliend wurde 30 min lamglO ml N-Succimmldyl-iodoacetat (SIA, 
Pierce, 200 (.il SIA-Stamml6sung in 10 ml Boratpuffer; SIA-Stammlosung: 1.4 mg SIA in I ml 
DMSO) zkkaiar tlber die SSule gespUiu Die Saule wurde danach mit 6 ml Boratpuffer 
gewaschen und I Stunde lang pl2S3C (1 mg/ml, 50 ml in Boratpuffer) iiber die Saule gespillt. 
Uberschiissige lodoacetylrcstc wurdcn mil 1 ml Cysteinl(5»ung (5mM Cystein in Boratpuffer, 15 
min bci Raumtemperatur inkubicrcn) abgcaatligt, bevor die Saule rait den Gebrauchspuffem (20 
mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,5 oder 50 mM Tris, 150 mM >^aCl, pH 8.5) equilibriert 
wurden. Die Kqpplungsreaktionen mit SIA wurden im Dunkeln durchgefiihrt. 

Die Rndotoxmentfemung Uber diejie SSLule wurde mil T^ysozymlflsungen (3-4 mg/ml in 20 mM 
Hepes. 150 mM NaCl, pH 7.5 oder 20 mM Tris, 150- mM NaCl, pH 8.5) getestet. Die 
LysozymiOsungen warden mit Endotoxin von R coli HMS 174 gespickt (--500 EU/ml). Es 
wurde 0*5 ml ProteinlGsung auf die S^ule gegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur iTukubiert and 
ansGhlicflend die Saule mit Puffer gewaschen. Das Lyso^ym wurde firaktionsweifie gesamnielt 
und der Endotoxingebalt vor und nach der Saule mittels eines chromogenen LAL-Tesis (Charles- 
River Endosafe, Charleston, USA) bestimmt, Aufierdem wurde die Proteinwiederfindung durch 
Absoiptionsmessungen bei 280 lam ermittelt. Die Endotoxine wurden zu 90% aus der Losuag 
entfemt^ wie in Fig. 3 A gczcigt und 75-85% des Lysozyms konnten durch Waschen mit ^ 
Oebrauchspuffer wieder voii der SSuie eluiert werden (Fig* 3B). Die SSule wurde anschlieBend 
mit 6 ml 5 mM EDTA, 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 und 6 ml 1 M NaCl gewaschen. 
Um Venmreinigungen der ProteinlTakiionen nach dem Lauf Uber die Sdule durch sich ' 
abldsendes pl2 auszuschlieSen, wurden die Fraktionen mittels der Western Blot Technik auf pi2 
untersucht- Es konnte kein pl2 in den Fraktionen nachgewiesen werden. 

Beispiel 8: Entfemung von Endotoxin aus ciner BSA-Losimp; im nurchflussverfahren 
Hi-Trap-NHS aktivierte Sepharose (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) wutde nach 
Vorschrift des Herstellers unspezifiyoh uber primare Aminogruppen mil pi 2 gekoppelL Dabei 
wurden 8 mg pl2 pro ml Gcltnaterial kovalcnt immobilisicrt. Die so crhaltcnc I ml 
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Cliromatographiesaule wurde mit eiaer Flussrate von 1 mSJmm mit 10 mi Puffer A (20 mM 
HEPES pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1 mM CaCI2) aquiiibiiert. hn AnsohluB wufdcn 4 ml einer 

RSA L6simg (ILSmg BSA (Carl Roth GmbH, Deutschland) / ml Puffer A) aufgetragen 
(Injektion: I) und der Durchlauf <E) in 2,5 ml Fraktionen gesammelt Die SSule wurde 
anschliellend mit 15 ml .Puffer A gewaschen und das an die Saule gebundene Endotoxin wurde 
mit 7 ml Puffer B (20 mM HEPES pH 7.5, 150 mM NaCI, 2 mM EDTA) eluiert. Bei Waschen 
und Elutton wurden jeweils 2 ml Fraktionen gesammelt. Nach jedem Experiment wurde die 
Saule mit 20 ml Puffer C (20 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM BDTA, 0.1 % 
Nalriumdesoxychoiat) regenericrt- Die Endotoxin-Konzentration wurde dutch einen 
chromogenen Liznulus Amebocyte Lysate (LAL) Test (Charles-River Bndosafe, Charleston, 
USA), nach Vorschrift des Herstellers bestimnii. Die Bestimmung der ProtelnkonzcnlratioTi 
erfolgte durch Messung der UV-Absorption. Die Endotoxin-Eatfbrnungscffizicnz bctrug 
zwischen 95-99% und der Proteinverlust betrug el wa 6- 1 0 

. Beispiel 9; Entfernun^ izeringer Endotoxinmentren aus PuCfcr mittels unispezifisch gckoDoeltem 
El2. 

20 ml NHS-aktivierte Sepharose 4 FastFlow (Amcrsham Biosciences) wurden zunSchst mit 
eiskalter Salzsaure gewaschen und anschlieJJend mit 292 mg pl2 (7 mg/mi in 25 mM Citrat pH 
7-0) 4 Stunden unter schiitteln bei Raumtemperatur inkubiert, Anschliefiend wurde die Sepharose 
mit 7 X SO ml 5 mM Citrat pH 2.0 gewaschen und jeweils 1 ml der Wasohfraktionen gegen 5 
mM Citrat pH 2.0 dialysicrt> Diese Dialysate wurden benutzt, um das uberschussige pl2 in den 
Waschlraktionen millels Absoiptionsmessutig bei 280 nm xn quantifizicren. Es wurde cine 
Bcladungsdichtc von 8.7 mg pl2 pro 1ml Sepharose bcstimmt. Nicht abrcagicrtc NHS-Rcstc 
wurden durch 12 h Inkubation der Sepharose mit IM Tris pH 8,0 abgesattigt Mit diesem 
Saulenmaterial wurden SSulen mijt 2 ml Volumen gegossen und diese bei 4''C in 20% Hthanol bis 
mm Gebrauch gelagert. 

In 3 Parallel versuchen wurde jeweilji* 4 ml Endotoxin T^osung (S) auf eine RSiule aufgetragen 
(siehe Fig. 9). Die Endotoxin Losung bestand aus Endotoxin von E, coli 055:B5 (Charles-River 
Endosafe, Charleston, USA) in EquilibrationspufTer (20 mM Hepes* 150 mM NaCl, O.i mM 
CaCla, pH 7,5). Die Endotoxin Konzentration dieser L^Ssung lag bei 4.6 EU/ml, 
Die Saulen wurde zunlichst mit 12 ml. Regenerationspufter (20 mM HepeSj, 150 mM NaCi, 2 mM 
RDTA, pli 7,5) und anschliefiend mit 12 ml Bquilibrationspuffer gesptilt Anschliefiend wurde 
nochmals Equlilibrationspultbr auf die Saulc gegeben und 1ml fi^tioniert. 
Die Endotoxin L5sung wurden auf die SSulen aufgetragen (I) und Fraktionen von 5 ml und 2 ml 
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gesammelt. Anschlicficnd vwrde die Saule mit 4 ml Rcgenerationspudffer (B) regeneriert. Iii den 
Durchlauffiaktionen konnte kein Endotoxin dctcktiert werden^ dh. die Endotoxin 
Verum-einigungen koimten in alien drei Experimenten vollstSndig entfemt werden, 

Beispiel 10: unspezifische Konplung von blotinvliertem pl2 anmagnetische Streptavidtn-Beads. 
pl2 (3 mg/ml in PBS, 0.05% Tween20) wurde mit Sulfo-NHS-LC-LC-BlotiTi (Pierce), im 
Verhaltnis 1:10 bis 1:20 cine Stunde bei RT inkubiert und anschlieJJend gegen Puffer (z.B* PBS 
Oder 20 mM Hepes* 150, niM NaCl, 5 mM EDTA, pH 7.5) dialysiert. NHS-aktiviettes Bioliti 
bindet dabei em primare Aminoreste von pl2. Anschliefiend wurden zu 1ml Strcptavidin Beads 
(MagPrep Streptavidin Beads, Merck) 50 \xL biotinyliertes pl2 (1 mg/ml) gegeben^ 2h bei 
Ranmtemperatur geschtittelt und anschliefiend iiberschussiges pl2 durch viermaliges Waschcn 

• mit r.5 ml 20 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 7*5 entfemt 

Die Endptoxinentfemung wurde mit Puffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,5) und 
Pjqtcinldsungen (0. 1 mg/ml BSA, 0- 1 mg/ml Lysozym* 0. 1 mg/ml Carbon Anhydrasc in 20 mM 
Hepes^ 150 mM NaCl-» pH 7*5) getestet Der Puffer sowie die BSA- und Lysozym-LOsung wurde 
mit 5 EU/ml (Endotoxin aus E. coli OS5:BS, Charles-River Endosafe, Charleston, USA) 
gespickt Die Carbon Anhydrase LOsung enthielt etwa 1 EU/ml. Zu 200 jil Puffer bzw. 
Proteiniosung wurden 25 |jI magnetische Beads mit immobilisicrtem pl2 gegebeuj^ durch auf- 
und atapipettieren vcrmischt xmd 30 min bei Raumtemperalur inkubiert. Die Beads wurden mit 
Hilfe eines Magneten aus der Lo&ung entfemt, der Uberstand abpipetticrt. Der Endotoxingehalt 
von unbehandelten Proben und mit Beads inkubierten Proben wurde anschliefiend mit deni LAL- 
Test besttmmt und die Proteinwiederfindung durch Absorptionsmessung bei 280 nm bestimmt. 
Aus Puffer licB sich das Endotoxin ptaktisch vollstSndig entfemeh (99.9 % 

• Endotoxinentfemung, Fig. 4A) und auch aus den Proteiniosung wurde das Endotoxin um 70- 
92% (Fig. 4B) abgereichejt. Die Proteinwiederfindung lag zwischen 57% imd 99% (BSA: S7 
%jCarbon Anhydrase: 99%, Lysozym: 57 %; Fig, 4B), 

Beispiel 1 1 : unspezifische Konp luns von biotinyli crtem p i ^ gn im mobilisiertes Streptavidin. 
P12 (3 mg/ml in PBS, 0.05% Tween20) wurde mit Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin (Pierce), im 
Verhaltnis It 10 bis 1:20 cine Stunde bei RT inkubiert und anschliefiend gegen Puffer (z*B, PBS 
Oder 20 niM Hepes> 150 mM NaCl 5 mM EDTA, pH 7*5) dialysiert. NHS-aktiviertes Bioiin 
bindet dabei an primiire Aminoreste von pl2. Das biotinylierte pl2 wird anschliefiend 1 h bei 
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4 

Raumtemperratur mit Streptavidin bcladcncn Chromatographiematerial (ImmmioPure ' 
knmobiliisecl Streptavidin: 6% quervemetsste Agarose Beads) inkubiert und uberschiissiecs.pl2 
diirch Waschen mit J?BS entfemt. 

Die Endotoxinentfemung wurde mit Puffer (20 mU Tris, 150 mM NaCl, pH 8.0) und RSA (0,5 
mg/ml in 20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 8.0) getestet. Je 1 ml Puffer bzw. BSA-LeSsung warden 
mit 10 EU/ml gespickt, 50 ixl pt2-Agarose zugegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur geschtlttelt. 
Die pl2 Agarose Wurde anschlieBend abzentrifugiert und die Endotoxin- und 
PrDteiiikoiizenlration im t)berstand gemessen. Aus dem Puffer konnten 99% und aus der BSA- 
LSsuiig 86 % EndotOTiin entfemt werden (Fig. 5). BSA koimie 90 % wiedergefimden werden. 

Beispiel 1 2: Unterauchuneen uber die pl2-Bndotoxin Bindung mittcls Oberflachen-Plasiiion- 

Die Bindung von pi 2 an Endotoxin oder an Bakterien, ttber die Lipopoiysaccharide in der 
auBeren Zellmpmbran, wurde mitteis Oberflachcn-Plasmon-Resonanz Mcssungen untersucht 
(Biacore J), Um die Dissoziationskonstante (K<|) zu ermittelt, wurde Endotoxin von E. coli 
055 :B5 (Sigma) auf einem hydrophoben HPA-Chip ent$preobend der Anleitung des Herstellers 
immobilisiert und pi 2 in verschiedenen Konzentrationen mimert (Fig. 6A)* Die Bindung wird in 
relativen „Response Units" (RU) gemessen die Gleichgewichtswerte gegen die dau^ugehorigen 
pl2-KonzentratioiLen aufgetragen (Fig, 6B), Durch Anpassen der T^angmuirschcn 
Adsorptionsisotherme (RU = (RUmax*[pl2])/([pl2]+Kd)) an diese Dqten wurde der Kd-Wcrt 
ermittelt (Tabelle 1). Fiir die Messungcn wurdcn cndotoxinfi:cic Puffer vcrwendet. Ftir pIT- 
Werte scwischen 6 und 10 wurden Ka~Werte im Bereich von 10"^ bis 10"* M ermittelt (Tabelle t ). 
Die Bindung wurde durch Injektion'von ImM oder S mM EDTA wiederaufgehoben und der 
Chip regeaeriert. 





pH 


Kd 


6,00 


3,09E-07 


7,50 


6,85E-08 


8,00 


5,86E-08 


8,50 


7i86E-08 


9,00 


3.29E-08 


10,00 


1,55E-07 
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Tabelle 1 : Dissoziationskonstantcn von Eadotoxin an pi 2 in Abh^gigkeh von dem pll-Wert der 

Um die Bindung von Bakterien an pl2 zu untersuchen, wurde biotinyliertcs pl2 auf 
Streptavtdin-Chips iimnobilisiert und verschiedene E, coU Stamme injiziert. Die Bakterien 
wiirden fur die Messungen in PBS aufgenommen. Es wurden E. coH Stamme venvendet, die 
Lipopolysacdiaride mit unterschiedlichen Polysaccharid-Anteilen besitsnen. D^sr 
Polysaccharidteil besteht aus einer Jlerz"-Region, die mit dem Lipid A vcrkntipft ist und deni 
sogenaonten O-Antigen. Das O-Antigen variert sehr stark 2rv\dschen verschiedenen 

• Bakterienarten und axicli Bakterienstammen, wahrend die „Herz'''-Region stark konservicrt ist. 
Stiimme, die die „Herz"-Region xind O-Antigen (z.B. E, . coli), sowie Stamme die eine 
vollstandige „Hers?:"-Region (E. coli D21) besitzon wurden von pl2 gebunden, wSQirend StSmme . 
mit elnfian stark vorkOrztcr ^Herz^'-i^gion (z,B. E; coli D21f2) nicht mehx von pl2 erkannt 
wurden (Fig. 6C). Die Bindung konnte d-urcJi EDTA (5 mM) wieder gelost und der CJiip 
regeneriert werden. 

Beispiel 13^ tekQmbinantepl2-Konstrukte 

U Konstruktion von pl2 mit N-terminalem Strep-Tag (N-Strep-pl2): Mittels PCK. wurde 
an das 5'-Ende des T4pl2-Gens die Nnkleotidsequenz flir den Strep-Tag (US pi^tent 5,506,121) 
eingefittiit. llierfur wurde fiir das 5'-Ende des pl2-Gens ein Primer konstruiert (5'-0AA GGA . 
ACT ACT CAT ATG GCT ACC TCG AGC CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC AGT 
AAT AAT ACA TAT CAA CAC GTT-^3^ (SEQ ID NO;l), der die Nukleotidsequenz des Strep- 
Tags an siteinem 5'-Ende beinhaltet (kursiv in der Sequenz) und eine Restriktionsschniitstelle 
(Ndel, unterstrichen in der Sequenz) derart besitzt» dass das Gen im richtigen Leseraster in daii 
Expressionspla^mid eingesetzt werden kann. Fiir das 3'-Ende des pl2-Gens wurde ein Primer 
konstruierts der liinter dem pl2-Gen eine BamU 1 Restriktionssclmittstelie (knrsiv in der 
Sequenz) einftlhrt (5'-ACG CGC AAA GCT TGT CGA CGG ATC CTA rCA ITC TTT TAG 
CTT AAT TA'l' GTA Gll'-S'*), (SEQ ID NO:2). Die PGR wurde mit 40 Cyclen (1 min 95^C, 1 
min 45*'C und 1 min 72*^C) duictigefuhrt, Der PCR-Ansatz wurde mit den 
Restriktionsendonukleasen NdeJ und BarnHL gescbnitten und das gewtlnsdite Fragment nach 
Gr50enfraktjonierung Uber ein Agarosegcl und Elution aus dem Gel in die Ndel und BamHi site 
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des Expressionspiasmids pET21a eiiigesetzt. Die Sequenz des N-Slrep-pl2-Gens wurde uber 
DNA-Sequenzierung auf seine Richtigkeit hin tIberprUfl. Die weitercti Schritte zum Plasniid 
pNS-T4pl2p57 vvwrden wic von Burda, M-R. & Miller, S. (Eur J Biochem. 1999 265 (2), 771- 
778) fur T4pl2p57 beschrleben durchgeflJhrt. Das Plasmid pNS-T4pl2p57 wurde daim in den 
Express! onsstamm BI.21 (DE3) transformiert. 




2. Emragen ein.es • N-teraiimlen Cysteinrests in N-Strep-pll (N"Stiep-S3C-pl2 und N- 
Strep-S14C-pl2): Die EinfUgung eines N-lerminaleai Cysteimestes wurde wie unter 1. 
beschrieben durchgefBhrt, wobei dafur zwei neue Primer fur das 5'-Jtinde konstruicrt wurdcn. FQr 
das N'Strep'S3C-pl2 wurde der Primer 5'-GAA OGA ACT AQT CAT ATG OCT TGT TGG 
AGCCAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC AGT AAT AAT ACA TAT CAA CAC GTT- 
3' (SEQ ID NO:3), fiir das N-Strep-S14C-pl2 wuide der Primer 5'-GAA GGA ACT AGT CAT 
ATG QCTAQC TGG AGO CAC CCG CAG TTC GAA AAA GGC GCC TGT AAT AAT ACA 
TAT CAA CAG GTT-3^ (SEQ ID NO:4)vcrwciidct. 



3. Reinigung von N-Strep-pl2 Protein: Der E. coli Stamm BL21(DB3) mit dem Plasmid 
pNS-T4pl2p57 wurde in 2 I Schttttelkulturen (LB-Medium mit Ampicillin 100 Hg/ml) bis zu 

I- 

einer OD600 von 0,5-0.7 bei 37°C gezogen und die Expression des N-Strep-pl2-Proteins wurde 
durch Zugabe von ImM IPTG (Isopropyl-B-thio-galactopyranoside) indudert. ^fich Inkubation 
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Nstrcp-pi2 


MASWSl-iPQFEKQAS 


SEQ ID NO: 5 


Nstrep-'pl2-S3C 


MASWSHPQFEKOAS 


SEQIDNO:6 


NsJtrep"pl2-S]i4C 


MAS WSHPQFEKGAC 


SEQ ID NO: 7 




Beispid 14: Nachweis von LPS iiher die Bmdunp von d12 an inmiobilisiertea LPS. 
Es wurden mit Polymyxin B Sepharose (Detoxi-Gel, Pierce) 4 SSulen mit je 0.5 ml Volumen 
gegosseti. Die Sauien wurden mit je 3 ml Natriumphosphat PujBEer (20 mM Natriumphosphat, pH 
12,0) und je 3 ml Regenemtionspuffer (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 7.5) 
gewasohen, Anschiiefiend wurden auf 7:wei dieser Sauien je 1 ml LPS von E. coll 055:B5 
aufgetrs^en (0.1 mg/ml in Hepes Puffer, 10^ EU/ml). Die zwei ajtideren Sftulen wurden mit je I 
ml Regenetationspuffer gespiilt, Danach wurden alie saulen mit je 3 ml Equilibrationspu:ffer (20 
mM liepes, 150 mM NaGl, 0.1 mM CaCl^, pH 7.5) gewaschen und anschlieUend nochraals 1 ml 
dieses Puffers aufgetragen und als Fraktion 1 aufgcfangen- Antschliefiend wurdeii 0.5 ml einer 
Liisung mit dem Bakteriophagenschwanzprotein pl2 (0.844 mg/ml in 20 mM Hepes, 150 mM 
NaCl, 0,1 mM CaCla) auf die Saulcn aiifgctragcn und mit 2.5 ml Equilibrationispuffer und 2 ml 
Regeneralionspuffer gewaschen, Der Durchlauf wurde in Fralttionen von dreimal 1 / ml und 
einmal 2 ml aufgefangen und die Konzentration des Bakteriophagenschwanzproteins pi 2 in 
diesen Frafctjonen mittels Absoiptionsraessung bei 280 nm bestimml (Figur 10). Das 
BakteriophagertschM^zprolein pi 2 wurde zum grofien Teil an die SEulen gebunden, die vorher 
mit LPS behandelt wordexi waren, und konnte durch Zugabe von Regenerationspufiter von dieien 
saulen gelOst werdeh, Im Cegensatz dazu lief es ohne Verzogerung durch die Saulen* die nichl 
mit LPS behandelt worden waren. 




Bei&piel 15: Nachweis der Bindumz von Endotoxin-Polvsaccharid an die T4pl2 Mutante W359 
Y W283 Y. 

It 

In der verwendeten 12 Mutante ist an den Positionen 359 und 283 die Aminosaui^ Tryptophan 
gegen Tyrosin ersetzt, Fiir die Fluoreszcnzuntcrsuchungen wurde ein Polysaccharid (MW = 2 
kDa), das aus dcm Endotoxin von Salmonella typhimurium stammt, verwendet. Sowohl die pi 2 
Mutante (40 oder 200 ng/ml) als aueh das Endotaxin-Polysaccharid waren in 5 mM Citrat pH 2 
gelfist worden. Die Fluoreszenz im Bereich von 305-450 nm wurde durch Anregung bei 295 nm, 
Es wiurden 120 jxl eine Losung mit der pl2 Mutante W359 Y W283Y in eiaer 
Fluoreszenzkiivette vorgelegt die Fluoreszenz gemessen und ansichliefiend schrittweise 
Polysaccharid zugegeben(Endkonzentration: 0.5 - 120000 nM) und nach mischen der Probe 
emeut die Fluoreszenz gemessen. In Kontrollversuchen wurde derselbe Versuch ohne die pl2 
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Mutante durchgefilhrt uiid die Messkun'cn gcgcn diese Daten komgieii. 

Die Bindung von Endotoxin oder einem Endotoxin-Polysaccharid reduziert die Fluoreszenz 
dieser Mutante (Figur 1 1 ), Dies katm fUr den Nachweis von Endotoxin ©ingesetzt werden- 



4 




i 
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.«1F.QUENCE LISTING 



PROFOS AG 



<'X20> Verfahren zum N^chWQis unU ZKxr Entfernung von KndotOKin 



<130> PRO-013 

<;14 0> unknown 

<141> 2003-12-22 

<T60> 8 



<170> PatenLIn version 3.1 




<210> 1 
<:211> 78 
<212> DN^ 

<213> kiinstlioh hergesteiXte Sequsns 
<400> 1 

gaaggaacta gtcatatggc: tagctggagc cacccgcagt tcgaaaaacfg cgccagt.aat. 
aatacatatc aacacqtt 



60 
78 




<2TQ> 2 

<2il> 54 ' . 
<212> DWA 

<213> kQnsllich hergeste.l Ate Sequenz 
<400> 2 

acgcgcaaag cttgtcgacg gatcctatca ttcttLLacc LLaaLLaLgL agtt ' 

<210> 3 

<r211> 78 

,<212> DWA : . 

<213> kiinstlich hercjestell le Seoinfin7. 

<400> 3 

g-aaggaacta ^jtcatatggc ttgbbggegc: caoncgcagt tcgaaaaagg cgccaqtaat 

<210> 4 * 
<211> 78 
<212> DNA 

<213> kiinstlich hergestellte Sequens 
<400.> 4 

gaaggaacta gtcatatggc tagct-ggagc cacccgcagt tugaaaaagg cgcctgtciat 
aatacatabc aacacgLL 



54 



60 
78 



eo 

78 



<2lO> 
<211> 
<212> 
<213> 



19 
PRT 



kiinstlich herqestellte Sequent 
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<4 0f.)> 5 

Met AT a Ser Trp Ser Hn.s Pro Gin Phe Glu bys Gly Ala Ser Asn Asn 
■^5 10 lis 



Tlir Tyr Gin 



<210> 6 , 

<211> 1^ 

<212> PRT 

<213> kunstllch hergestellte Soquonz 

* • 

<400> 6 

Met AJo Cys Trp Ser Hia l?ro Gin Phe Glu Lya Gly Ala Sef Asn Asn 
1 5 10 15 

Thr Tyr Gin 




<5>10> 7 

<211> 19 ' 

<212> PRT 

<213> , kiinstlich hergestellte Sequenz 
<40Q> 7 

Met Ala SQr Trp Ssr His Pro Gin Pho Glu Lys Gly Ala Cys Asn Asn 
I 5 10 15 



Thr Tyr Gin 



<210> 
■^211> 
<212> 
<213> 



8 

539 
PRT 

kunstllch hergeaLellte . Sequenz 




<400> 8 

Met Ala Scr Trp Ser His Pro Gin Phe Glu Lys Gly Ala Ser Asn Asn 
1 . 5 ' 10 15 

Thr Tyr Gin His Vol. Ser Asn Glu Ser Arg Tyr Val Lys Phe Asp Pro 

20 2'^ 30 

Thr Asp Thr Asn Phe Pro Pro Glu He Thr Asp Val Gin Ala Ala lie 
35 40 45 

Ala Ala lie Ser Pro Ala Gly Val Asn 01 y Vial Pro Asp Ala Ser Ser 
60 55 SO . • , 

Thr Thr Lys Gly He Leu Phe Leu Ala Thr Glu Gin Glu Val He Asp 
65 70 75 ' BO 



GJLy Thr Asn Asn Thr Lys Ala val Thr ifro Aly Thr Ti»u Aid Th£ Aty 



85 



90 



95 



Leu Ser Tyr Pro Asn Ala Thr Glu Ala Val Tyr Gly Leu Thr Arg Tyr 

100 105 110 

£3€2'r Thr Asp Asp Glu Ala He Ala Gly Val Asn ASn Glu Ser Ser He 
115 120 125 



Thr Pro Ala Ly^s Phe Thr Val Ala Leu Asn Asn Val Phe Glu Thr Arq 
130 I3h . 140 
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Val Ser Thx GiiJ S«r Ser Asn Giy Vai He I.ys H© SQr Ser Leu Pro 

150 156 160 

GXa Ala Leu Ala Gly Ala Asp Asp Thr Thr Alo Met Thr Pro Leu Ly$ 

165 170 175 

Thr Gin Gin Ala Val Lys. Leu lie A1.-1 Gin He Ala Pro Ser Lyf3 

IGO . 185 2.90 

A.yn Ala Ala Thr Glu Ser Glu Gin Gly val lie Gin Leu Ala Thr V^il 
l^ii 200 205 . 

Ala Gin Ala Ai:-g Gin Gly Thr Leu Arg Glu GJ.y Tyr Ala He Ser Pro 
210 220 

• 

Ty^ "'^"^^ Ptie Met Assn Ser Thr Ala Thr Glu Glu Tyr Lys Gly Val He 
225? 230 235 y.AO 

Lys Leu Gly Thr Gin Ser Glu Val' Assn Sor Agn Asn Ala Ser Val Ala 

245 250 , * 255 

Viil Thr Gly Ala Thr TiSU Acsn Gly Arg Gly Ser Thr Thr Ser Mel: Arg 

• 260 265 270 

Gly Val Val Lys Leu Thr Thr Thr Ala Gly Ser Gin Ser Gly Gly Asp 
275 2B0 285 

Ala Sor Sor Ala Leu Ala Trp Asn Ala Asp Val He His Gin Arg Gly 
290 ' ' 2^5 300 

Gly GOiii TUx IXe Atsu GJLy TUJ, LtfU AiCj He Aaii Ki:^n Thi. Leu Thx. lit; 
3.05 ' 310 315 320 

Ala Ser Gly Gly Al-n Asn Tie Thr Gly Thr yal Asn Met Thr Gly Gly 

325 330 335 

Tyr He Gin Gly hys Arg V^^l Val Thr Gin Asn Glu He Asp Ar^ Thr 

34.0 34.'3 ' 350 

He Pro Val Gly Ala He M©t Met Trp Ala Ala Asp Ser Leu Pro Ser 
355 360 36b 

Asp Ala Trp Arq- Phe Cys His Gly Gly' Thr V3I Ser Ala Ser Asp Cys 
370, 375 380 

Pro Tteu Tyr Alfj S«r Arg Tie Gly Thr Arg Tyr Gly Gly Ser Ser Ser 
385 390 395 400 

Asn Pro Gly Leu Pro Asp Met Arg Gly Tieu Phe Val Arg Gly Ser Gly 

405 410 ' 415 

Arg Gly Ser His Leu Thr Asn Pro Asn Val Asn Gly Asn Asp Gin Phe 

420 • 425 430 

Gly Lys Pro Arg Leu Gly Val Gly Cys Thr Gly Gly Tyr Val Gly Glu 
435 440 446 

Val Gin Lys Gin Gin Met Ser Tyr Kls Lys His Ala Gly Giy Phe Gly 
450 455 ' 4 60 

Glu Tyr Asp Asp Ser Giy Ala Phe siy Asn Thr Arg Axxj Ser Aisn Phe 
465 470 475 A^O 



\ 

i 
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V-gl Gly Thr Arg Lys Gly T>eu Asp Trp Asp Asn Ai^g Ser Tyr Phc Thr 

485 . 490 495 

Asn Asp Gly Tyr Glu lio Asp Pro A^ Ser Gin Arg Asn Gc>>r^ Arg Tyr 

500 505 510 

Thr Lc-au Arg Pro Glu Leu lie Gly Asn Glu Thr Arg Pro Trp A^jn 

515 G20 S5>S 

TlO Ser Leu Asn Tyr lie He L^^s Val Lys GI12 
530 b3!ij * 
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Patentauspruche 



1. Verfaliren zum Nachweis von Endotoxin, umfassend die Schritte: 

a) Inkubieren einer Probe mit Bakteiidphagenschwgnzproteinen, und anschliefiend 

b) Nachweis von an Bakti^riophagenschwatizproieiae gebundenem Endotoxin milLeia 
spektroskopischer Verfaliren, ELISA, cheniischer oder enzymatischcr 
Nachweisreaktiott von Endotoxinen oder abgespaitenen Endotoxinkomponenten, 
Oder mittels KapazLt^tsmessung, 




2. Verfahren nach Anspruch 1, ferner umfassend nach Schritt a) und vor Schritt b) den 
:£usa.t5tliohen Schritt 

a') Abtrennung der Bakteriopfajagenschwanzprotein-Endotoxin-Komplexe von der 
Probe, 



3, Verfahren zum Nachweis von Endotoxin, umfassend die Schntte; 

a) In Kontakl bringen einer Probe enthaltend Endotoxine iTiit einer Oberllache^ 
anschiieBend 

b) Inkubieren von Bakteriophagenschwanzproteinen an die auf der OberflSche 
immobitiaierten Endotoxine, und 

c) Nachweis der Bakteriopiiagenschwanzproteine mittels speklro$kopi$Jcher Verfahren, 
ELISA, cheniischer oder enzymatischer Nachweisreaktion von Endotoxinen oder 
abgespaitenen Endotoxinkomponenten, oder mittels Kapazitatsmessung. 




Verfaliren nach Anspruch 3^ temer umfassend nach Schritt b) und vor Schritt c) den 
zusatzlichen Scliritt • ' 

b') Abtrennen der gebundenen Baktcriophagcnschwanzproteine vom Endotoxin. 



5. Verfahren nach emem der vorhergehenden Anspruohe^ wobei 

i 

Bakteriophagenschwanzprotein einen Strep-Tag oder elnen His-Tag aufweisL 



das 



6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei der Tag eine Aminosauresequeni^. gem^fl SEQ ID NO. 
5^ 6 Oder 7 aufwcist. 
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7. Verfahren nach Anspruch. 5 oder 6, wqbei als Baktcriophagcnschwanzprotein das pl2- 
Protein des Pliagen T4 verwendet wird. 

8. Verfehren nach einem der vorhergehenden Ansprtiche, wobei die Ca^"^-Konzentj:ation in 
der Infcubation 0,1 ^M bisj 1 0 wM und dife Mg^'^'-Konzentration 0,1 ^M bis 10 mM betragt. 

9. Vertahreti nach einem der vorhergehenden Ansprliche* wobei raarkiertes Endotoxin aus 
dor Bindung mil einem Bakteriophagenschwanzprotein verdrSngt wird und das markierte 
Endotoxin ansohlieBend nachgewiesen wird. 
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Fig. 9: 
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Fig. 1 1 A 
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Fig. 1 1 B 
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